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 چکیده
یک‌بیماری‌مزمن‌و‌التهابی‌است‌که‌در‌سیستم‌عصبی‌مرکزی‌رخ‌می‌دهد.‌در‌این‌بیمماری‌‌SM
سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌و‌آکسون‌ها‌دچار‌آسیب‌می‌شوند.‌این‌نکته‌قابل‌ذکمر‌اسمت‌کمه‌دلیمل‌
)‌CPOمشخص‌نشده‌است.‌ ضور‌سلول‌های‌پیش‌سماز‌الیگودندروسمیتی‌(‌‌SMاصلی‌بروز‌بیماری‌
باشد‌که‌این‌ترمیم‌در‌طمول‌دوره‌‌ه‌مغزی،‌نشان‌از‌ترمیم‌نوا ی‌آسیب‌دیده‌میدر‌نوا ی‌آسیب‌دید
بیماری‌دچار‌نقص‌شده‌است.‌همین‌امر‌سبب‌ارائه‌پیشنهاد‌اسمتفاده‌از‌ایمن‌دسمته‌سملول‌هما‌بمرای‌
ترمیم‌نوا ی‌آسیب‌دیده‌شده‌است.‌اگرچه‌این‌روش‌موفقیت‌آمیز‌بوده‌اما‌به‌دلیل‌کمارآیی‌پمایین‌و‌
لانی‌تمایز‌ایت‌دسته‌از‌سلول‌ها،‌دانشمندان‌به‌روش‌های‌مولکولی‌از‌جمله‌استفاده‌از‌مد ‌زمان‌طو
ها،‌مولکول‌های‌کوچک‌غیمر‌کدکننمده‌ای‌هسمتند‌کمه‌بما‌ANRها‌روی‌آوردند.‌میکروANRمیکرو
هدف‌خود،‌نقش‌تنظیمی‌مهمی‌را‌در‌فرآیندهای‌متعمدد‌سملولی‌‌ANRmشکست‌و‌یا‌مهار‌ترجمه‌
)‌توسمط‌لنتمی‌CSPNhن‌مطالعه‌نیز‌سلول‌های‌بنیمادی‌پمیش‌سماز‌عصمبی‌(‌بازی‌می‌کنند.‌در‌ای
به‌منظور‌القای‌مسیر‌تممایزی‌الیگودندروسمیتی،‌ترانسمداکت‌شمدند.‌‌481-Rimویروس‌های‌ اوی‌
-OGNIL،‌1L2lcB،‌ANRنشان‌دهنده‌کاهش‌بیان‌ژن‌های‌هدف‌این‌میکمرو‌‌RCP-TRنتایج‌
،‌می‌باشمد.‌در‌PBMو‌‌2gilOه‌الیگودندروسیتی،‌،‌هم‌چنین‌افزایش‌بیان‌ژن‌های‌ویژ1-xoSو‌‌1
پیرو‌تأیید‌بیش‌تر‌از‌این‌نتایج،‌آزمایش‌های‌وسترن‌بلاتینگ‌و‌ایمونوسیتوکمیستری‌نیز‌انجمام‌شمد.‌
در‌نهایت،‌مطالعا ‌ یوانی‌انجان‌شده،‌نتایج‌مطالعا ‌سلولی‌و‌مولکولی‌ذکر‌شده‌را‌مورد‌تأیید‌قمرار‌
،‌برای‌القمای‌مسمیر‌تممایزی‌الیگودندروسمیتی‌در‌سملول‌همای‌481-Rimداد.‌در‌نتیجه،‌استفاده‌از‌
 ،‌می‌تواند‌روش‌پیشنهادی‌مؤثرتری‌واقع‌شود.‌CSPN
،‌سلول‌های‌بنیادی‌پیش‌ساز‌عصبی‌انسانی،‌الیگودندروسمیت‌ANR،‌میکروSMکلما ‌کلیدی:‌
‌ها،‌سیستم‌عصبی‌مرکزی،‌تمایز،‌ترانسداکت،‌تولید‌لنتی‌ویروس‌ها
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دیدگاه‌بنیادین‌که‌در‌گذشته‌رایج‌بود‌و‌عنوان‌می‌کرد‌که‌تنظمیم‌پروسمه‌همای‌سملولی‌تنهما‌از‌
.‌)2102 hcirdooG dna leguK(‌پذیرد‌امروزه‌دچار‌تغییر‌شده‌است‌طریق‌فاکتورهای‌پروتئینی‌صور ‌می
کدشمونده‌همای‌غیمر‌‌ANRبموط‌بمه‌کشمف‌و‌تعیمین‌عملکمرد‌این‌تغییر‌دیدگاه‌تا‌ مدود‌زیمادی‌مر‌
در‌مکانیسم‌های‌مختلف‌و‌مهم‌سلولی‌مربوط‌می‌شود.‌از‌طمرف‌دیگمر‌اختمراس‌دسمتگاه‌‌1)ANRcn(
ژنمومی‌پسمتانداران‌رونویسمی‌ممی‌‌ANDنشان‌داد‌بخش‌اعظمم‌‌2یابی‌با‌توان‌عملیاتی‌بالا‌های‌توالی
 .la te mahgnilliW ,vonarpaK ,7002 .la te gnehC ,vonarpaK ,7002 .la te soluoponnayotamatS ,yenriB(شود
 .‌)7002
رونویسی‌می‌‌ANDآورد‌که‌آیا‌تمامی‌رونوشت‌هایی‌که‌از‌روی‌‌ال‌را‌پیش‌میاین‌موضوس‌این‌سؤ
در‌سیسمتم‌پسمتانداران‌ممی‌شوند‌عملکرد‌دارند‌یا‌به‌طور‌ساده‌این‌رونوشت‌ها‌خطاهمای‌رونویسمی‌
ال‌پاسخ‌داده‌نشده‌است،‌اما‌به‌روشنی‌مشمخص‌گردیمده‌اگرچه‌هنوز‌به‌طور‌کامل‌به‌این‌سؤباشند.‌
هسمتند‌عملکردهمای‌‌ANRcnها‌که‌ترجمه‌هم‌نمی‌شوند‌و‌در‌واقمع‌‌ANRاست‌که‌تعدادی‌از‌این‌
 زوده‌می‌شود.ها‌اف‌ANRcnزیستی‌مهمی‌در‌سلول‌ایفا‌می‌کنند‌و‌هر‌روز‌بر‌تعداد‌این‌
‌هما‌‌ANRمیکرو‌مانند‌کوچک‌های‌ANRcn‌کلی‌دسته‌دو‌توان‌به‌می‌را‌غیرکدشونده‌های‌ANR
هما‌ANRکه‌در‌این‌پروژه‌روی‌میکرو‌کرد‌بندی‌تقسیم‌3)ANRcnl(‌بلند‌های‌ANRcn‌و)‌ANRim(
‌و‌نحوه‌عملکرد‌آن‌ها‌در‌تمایز‌سلول‌های‌بنیادی‌تمرکز‌بیش‌تری‌شده‌است.
  :هاANR orcim 1 -1
که‌از‌نظر‌‌هستندریبونوکلئیک‌اسیدهاى‌غیرکدکننده‌و‌تک‌رشمته‌‌از‌گمروه‌جدیمدیها‌ANRim
 dna oraG(‌باشمند‌نوکلئوتیمد‌ممى‌52-81و‌دارای‌طمولی‌برابمر‌‌انمدتکماملی‌محافظمت‌شمده‌
 .)6102 nayiaguruM
مموی‌مختلممف‌از‌قبیممل‌رشممد،‌نهما‌در‌تنظیمم‌پروسممه‌هممای‌سمملولی‌و‌‌تما‌کنمون‌نقمش‌آن
‌تزایممی‌و‌التهمماب‌مشممخص‌شممده‌اسمم‌‌ایمز،‌متابولیسمم،‌آپوپتمموز،‌ر ‌مو،‌تمسمیکل‌سملولی،‌نم
تنظیمم‌بیمان‌ژن‌در‌سمطح‌پمس‌از‌رونویسمی،‌اثمر‌خممود‌با‌‌ANRim‌.)6102 .la te ihZ ,uorygraijdaH(
از‌تولیممد‌پروتئیممن،‌  ANRmا‌مهممار‌ترجمممه‌را‌اعمال‌ممی‌کنمد‌به‌طموری‌کمه‌بمما‌تخریممب‌و‌یمم‌
از‌ 0071 ANRim .‌تمما‌کنممون‌بیممش‌از‌)9002 letraB ,4002 letraB( آوردجلوگیمری‌بمه‌عممل‌مممی‌
شمده‌اسممت‌ ثبمت‌ )gro.esabrim.www//:ppth( )esaBRim(ANRim گونمه‌در‌پایمگاه‌داده‌‌241
.‌ایمن‌)1102 senoJ-shtiffirG dna aramozoK(‌سمتاانسمانی‌  ANRim هما عمدد‌از‌آن‌8401 مدود‌کمه‌
 ها‌مشمخص‌شمده‌اسمت؛‌بممه‌عملاوه‌هممر‌‌سمت‌کمه‌تنها‌عملکمرد‌بیولوژیک‌برخی‌از‌آنادر‌ المی‌
‌‌.)9002 letraB(‌را‌ممورد‌همدف‌قرار‌ممی‌دهمد‌ ANRm چندیمن‌معممولاً ANRim
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 ها : ANRمیکرو 1تولید زیستی 2-1
گیرد‌که‌‌طی‌سمه‌مر له‌رونویسمی،‌بالغ‌سمازی‌و‌تجزیمه‌صمور ‌ممی ANRim پردازش‌و‌تکامل
ونمی‌و‌ر،‌در‌داخمل‌نوا می‌اینتANRimهمای‌کدکننمده‌ ژن .دهند‌سمم‌رخ‌میدر‌هسمته‌و‌سیتوپلا
 .la te alukuvihC ,atoK ,6002 .la te eH ,snimmuC(یما‌بمه‌صمور ‌مسمتقل‌در‌ژنموم‌دیمده‌مممی‌شمموند‌
رونویسممی‌از‌ژن‌‌.)4102 miK dna aH ,1102 .la te relliM ,tneguN ,0102 yhpruM dna enalrafcaM ,9002
 ,trehcroB(‌در‌هسمته‌انجمام‌مممی‌شممود‌ II esaremyloP ANR ،‌توسمطANRimهمای‌کمد‌کننمده‌
تممک‌رشممته‌ای‌ ANR ،‌قطعممه‌ANRim-irPبمه‌نمام‌ ANRim رونوشمت‌اولیمه‌‌.)6002 .la te reinaL
در‌‌ Aو‌دم‌پلی‌‌'5همک‌در‌به‌هممراه‌کلا‌)کیلمو‌جفمت‌بماز‌3تما‌‌1‌معممولاً(‌بلنمد‌بما‌طمول‌متفاو 
 ,darnoC ,0102 .la te iccucraM ,nozraG ,7002 .la te senoJ-shtiffirG ,iniaS ,4002 .la te miK ,eeL(‌اسمت‌'3
 پمس‌از‌تولیمد‌در‌هسمته،‌ممی‌توانمد‌بمه‌یمک‌یا‌تعمداد‌بیشتری ANRim-irP‌. )4102 .la te ocisraM
نمام‌دارنممد،‌پممردازش‌و‌بالممغ‌سممازی‌‌)ANRim-erp( ANRim rosrucerp ماًکمه‌اصطلا ANRim
 2ط‌کمپلکمس‌پروتئینمی‌بمه‌نمام‌کمپلکس‌ریمز‌پممردازش‌گممر‌توسم ANRim-irP پمردازش .‌شمود
هسمته‌ای‌بمه‌ III esANR که‌متشمکل‌از‌نوعمی‌آنزیم‌)5102 .la te renidroC ,saicaM(‌انجمام‌می‌شمود
 بممه‌نممام‌فاکتممور‌‌‌دو‌رشممته‌‌ ANR بممه‌همممراه‌پروتئیممن‌متصمل‌شممونده‌بممه‌ ahsorD نممام‌
3
 ,relahtdnaL ,4002 .la te eeL ,naH ,4002 .la te spoT ,ilneD(ممی‌باشممد‌‌)ahsaP(ه‌معمروف‌بم8RCGD
‌.)0102 yhpruM dna enalrafcaM ,7002 .la te senoJ-shtiffirG ,iniaS ,5002 .la te iY ,gneZ ,4002 .la te niclaY
‌مممی‌شممود‌ ANRim-erp در‌4سمر‌‌،‌موجب‌ایجماد‌سماختار‌سمنجاقANRim-irP کمپلکس‌بما‌برش
 پمس‌از‌ایمن‌مر لمه‌از‌بمالغ‌سممازی،‌مولکممول‌ .)4002 .la te niclaY ,relahtdnaL ,3002 .la te nhA ,eeL(
 ,kcasnhoB(‌سممم‌منتقممل‌مممی‌شممود‌از‌هسممته‌بممه‌سیتوپلا‌ 5-nitorpxE به‌وسمیله ANRim-erp
‌.)3102 .la te ortsaciN ,etnerolL-allitsaC ,4002 .la te iksnilpazC
 سمممی‌بممه‌نممام‌سیتوپلا III esANR سم‌و‌توسمط‌آنمزیم‌در‌سیتوپلا ANRim ادامه‌بالغ‌سازی‌
 ANRim موجممب‌تشممکیل‌‌رصمور ‌ممی‌گیرد.‌این‌آنزیمم‌بما‌بمرش‌سمماختار‌سممنجاق‌سم‌ reciD
 ,gnitteK(،‌می‌شمود‌xelpud ANRim نوکلئوتید‌به‌نمام‌52تما‌‌02بالمغ‌بما‌طمول‌بیمن‌دورشمته‌ای‌
 te namttuG-kcotsnieW ,rengaM ,5102 .la te iranahtrA ,iY ,4002 .la te arahakaN ,eeL ,1002 .la te rehcsiF
د‌و‌یممک‌رشممته‌آن‌کممه‌ناز‌هممم‌بمماز‌مممی‌شممو‌  xelpud ANRimسممپس‌دو‌رشممته‌.‌)6102 .la
یممی‌اطمی‌فرآینممدی‌بممه‌نممام‌بارگممذاری‌یمما‌گردهم‌‌،ممی‌گویند‌5اهنمرشمته‌را  ن ماً‌بمه‌آاصطلا
6
متصل‌می‌شمود‌در‌ الی‌که‌رشمته‌مکمل‌کمه‌بممه‌آن‌ )2ogA( 2 etuanogrAبمه‌پروتئیمن‌  ANR
می‌گوینمد‌تجزیه‌و‌تخریب‌می‌شممود.‌کمپلکسممی‌کمه‌شکسممته‌‌7رشمته‌سمتاره‌و‌یما‌رشمته‌مهاجر
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 xelpmoc gnicnelis decudni-ANR ممپلکس‌کوجمب‌ممی‌شممود،‌را‌م ANRim شمدن‌کاتالیتیمک‌
را‌بممر‌عهممده‌دارد،‌  ANRim‌کمه‌مهممار‌ترجمممه‌ای‌بمما‌واسممطه‌نمام‌دارد‌و‌کمپلکسمی‌ ‌)CSIR(
 ,2002 .la te eitsoD ,sotaleruoM(‌مممی‌باشممد ‌)PNRim( xelpmoc nietorpoelcunobir-orcim
 gniL ,akusthO ,3102 lesnA dna ykstevenorB ,8002 .la te kenaruJ ,izaraF ,5002 sotaleruoM dna ikatainaM
متصممل‌باقممی‌ CSIR بالغ‌تمک‌رشمته‌ای‌بمه‌کمپلکممس‌ ANRorcim بمه‌ایمن‌ترتیمب‌.)5102 .la te
مممی‌ CSIR -PNRim درکمپلکممس‌ ANRimممی‌پیونمدد.‌ PNRim مانمده‌و‌سمپس‌بمه‌کمپلکمس
همدف،‌ ANRm هدف‌مکمل‌شمود.‌جفممت‌شممدن‌کامممل‌بمما‌ ANRm در RTU’31 توانمد‌با‌نا یمه
همدف‌تنهما‌موجممب‌ ANRm ممی‌شمود‌در‌صورتمی‌کمه‌جفمت‌شمدن‌نسمبی‌بما‌موجمب‌تجزیه‌آن
 kretsalP dna sdlohneiW ,5002 efraH ,5002 .la te adamirdnehC ,yrogerG(‌مهمار‌ترجممه‌آن‌ممی‌گممردد‌
بمه‌سمممت‌‌۵'،‌تجزیمه‌آن‌اسمت‌کمه‌ممی‌توانمد‌از‌انتهمای‌iANR ‌آخریمن‌مر له‌از‌تکاممل‌.)5002
،‌توسمممط‌۵'بممه‌سممممت‌‌۳'و‌یممما‌از‌انتهممای‌ emyznE 2NRX esaelcunobiroxE ،‌توسمممط۳'
 emosoxE raelcuN وesalyrohpsohP editoelcunyloP namuH اگزونوکلئازهمای‌معممول‌مثمل‌
 نحموه‌بیوسممتز‌و‌تکاممل‌‌1-1در‌شممکل‌‌.)1102 ittaG dna uH ,9002 ataH dna sivaD(‌صممور ‌گیمرد‌
‌.در‌سملول‌نشمان‌داده‌شمده‌است ANRim
 
 
انجام‌می‌شمود.‌ ANRim-irp در‌هسمته‌و‌بمه‌فمرم ANRimده‌رونویسمی‌از‌ژن‌همای‌کدکننم:‌ ANRim بیوژنمز:‌1-1شکل‌
در‌ ANRim-erpانجمام‌داده‌و‌آن‌را‌بمه‌فمرم‌ ANRim-irp اولیمن‌مر لمه‌پمردازش‌را‌بمر‌روی 8RCGD-ahsorD کمپلکمس
-erp سممتوپلاسمم‌منتقل‌می‌شمود.‌در‌سیاز‌هسمته‌به‌سیتوپلا PTG naR/5-nitorpxE ممی‌آورد‌کمه‌در‌مر لمه‌بعمد‌توسمط
 یمک‌رشمته‌روی‌کمپلکمس ANRimپمردازش‌ممی‌شمود.‌از‌دوپلکمس‌ ANRim بمه‌دوپلکمس reciD توسمط‌آنزیمم ANRim
 ,retniW(‌همدف‌موجمب‌تخریمب‌و‌یما‌مهمار‌ترجممه‌آن‌شمود ANRm بارگمذاری‌ممی‌شمود‌ممی‌تواند‌با‌اتصمال‌بمه CSIR
‌)9002 .la te gnuJ
‌
                                           
1
 noiger detalsnartnU ’3 
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  :ANR های هدف میکرو شناسایى مولکول 3-1
باشد.‌ایجاد‌تعداد‌‌های‌هدف‌مى‌مولکول‌شناسایی‌ANRمیکرو‌به‌مربوط‌مبا ث‌ترین‌ازمهم یکى
و‌تموالى‌مولکمول‌همدف‌ضمرورى‌ ‌ANRکمی‌جفت‌باز‌مکمل‌براى‌برهمکنش‌عملکردى‌بین‌میکمرو‌
شمامل‌‌گیمرد‌کمه‌معممولا ‌‌ممى‌نوکلئوتید‌صور ‌‌7-6است.‌در‌اغلب‌موارد،‌ایجاد‌جفت‌باز‌مکمل‌در‌
 ,izaraF( دگوینم‌‌ممی‌ »dees« این‌نا یه‌و‌به‌هستند ANR میکرو‌’5‌از‌انتهاى‌9تا‌‌2نوکلئوتیدهاى‌
 ‌RTU’3هماى‌‌ظرفیت‌جفت‌شدن‌محمدودى‌بما‌تموالى‌ ANR بازهاى‌میکرو‌بقیه.‌)3102 .la te lleoH
اجازه‌اتصمال‌بمه‌چنمدین‌  ANR‌ دهند‌و‌همین‌اتصالا ‌گذرا‌به‌میکرو‌نشان‌مى deesمجاور‌جایگاه‌
‌بینمى‌جایگماه‌‌اى‌متفاوتى‌براى‌پمیش‌‌هاى‌محاسبه‌دهد.‌از‌روش‌می ‌RTU’3جایگاه‌درونی‌در‌یک
امما‌چمون‌جفمت‌‌هاى‌کامپیوترى‌اسمت‌‌که‌شامل‌الگوریتم‌شود‌ده‌میاستفا ANR هاى‌هدف‌میکرو
 ANR بینى‌دقیق‌جایگماه‌همدف‌میکمرو‌‌شدگى‌با‌توالى‌هدف‌به‌صور ‌ناقص‌و‌محدود‌است،‌پیش
شمدگى‌و‌‌بینى‌کننده‌مولکول‌هدف،‌بمر‌مبنمای‌جفمت‌‌هاى‌پیش‌هنوز‌دشوار‌است.‌یکى‌از‌الگوریتم
‌شمود‌‌هاى‌متفاو ،‌طرا می‌ممی‌‌هاى‌گونه‌RTU’3در ANR–میکرو  dees فاظت‌شده‌بودن‌توالى‌
شموند،‌‌جفت‌ممى‌  deesنوکلئوتید‌از‌توالى‌‌8-7هایى‌که‌به‌طور‌ترجیحى‌با‌ANRm‌.)7002 remeiW(
‌براساس‌معیارهایى‌مثل‌ فاظت‌شده‌بودن‌تکاملى‌توالى‌هدف‌و‌پایدارى‌ترمودینمامیکى‌بمرهمکنش‌
بنمدى‌‌طبقه RTU3‌هاى‌دو‌طرف‌آن‌در‌و‌توالى ANR هاى‌صور ‌گرفته‌بین‌مابقى‌بازهاى‌میکرو
 -’5 هدف،‌جفت‌شدن‌ناقص‌در‌نا یه ANR:ANRmاز‌جفت‌شدن‌میکرو‌شوند.‌در‌نوس‌دیگرى‌‌مى
‌،‌جبمران‌ممى‌ANR میکرو‌3́گیرد،‌اما‌از‌طریق‌جفت‌شدن‌یک‌باز‌اضافى‌در‌انتهاى‌صور ‌مى  dees
منظمور‌‌متعمددی،‌بمه‌‌مطالعما ‌بیوانفورمماتیکی‌و‌نمرم‌افزارهمای‌ .)7002 imagA dna eveohrooV(شود‌
ژن‌‌0001انمد.‌بمرای‌مثمال‌‌رفتمه‌کمار‌ه‌بم‌ dees از‌روی‌تموالی‌ ANRمیکمرو‌‌همای‌‌همدف‌‌تشمخیص‌
بیش‌از‌یمک‌‌که‌دارد‌ا تمال‌وجود‌واین‌است‌زده‌شده‌تخمین‌انسان‌درصدژنوم‌1برای‌ ANRمیکرو
 illecitnoM dna uoluopollenaK ,8002 .la te kcalS ,gnissuB(.تنظمیم‌شمود‌ ANRانسان‌توسط‌میکرو‌ژنوم‌سوم
 .la te icnezorE ,ittennavoiG ,1102 grebnieW dna nahanaH ,1102 inamieloS dna hahsabaB ,0102 ohC ,0102 ohC ,8002
 )2102
 tegraTموردنظر،‌با‌استفاده‌از‌نرم‌افزار‌بیوانفورماتیکی‌‌ANRimهای‌هدف‌ANRmدر‌این‌تحقیق‌
‌شناسایی‌شدند‌و‌در‌آزمایش‌های‌مختلفی‌بررسی‌شدند. nacs
 :ها ANR وزیع بافتی میکروت 4-1
سما‌و‌دیگمر‌مایعما ‌بمدن‌ماننمد‌ادرار،‌های‌مختلف،‌مایع‌پلا‌های‌بافت‌ها‌در‌سلول ANR میکرو
توسمط‌‌شمده‌‌القاء‌دهه‌صور ‌متصل‌به‌کمپلکس‌خاموش‌کنناشک‌و‌مایع‌آمنیون‌به‌شکل‌پایدار‌و‌ب
همای‌بما‌ esaNR یمت‌هما‌ازدسمترس‌فعال‌ ANR شوند.‌به‌این‌ترتیب،‌میکمرو‌‌یافت‌می‌ANR)CSIR(
‌ها‌به‌شمرایط‌سمخت‌مقماوم‌ ANR به‌همین‌دلیل‌است‌که‌میکرو‌شوند‌و‌منشاء‌داخلی‌محافظت‌می
شود‌که‌در‌داخل‌سلول‌‌انجام‌می‌1هایی‌اگزوزومطه‌های‌دیگر‌با‌واس‌با‌سلول ANR تبادل‌میکرو .اند
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تفاو ‌است‌که‌این‌های‌سلولی‌م‌تعیین‌شده‌در‌سرم‌و‌رده ANRشوند.‌میزان‌میکرو‌‌بندی‌می‌بسته
موجود‌در‌سرم،‌محصول‌تخریب‌سلول‌تومور‌یا‌شمکل‌ ANR باشد‌که‌میکرو‌ف‌به‌این‌دلیل‌میاختلا
بافمت‌و‌سمرم‌ ANRهای‌در‌ ال‌انتقال‌هستند.‌تفاو ‌مشاهده‌شده‌بین‌میزان‌میکرو‌‌فعال‌اگزوزوم
شود.‌الگوی‌سمرمی‌‌های‌بافت‌به‌جریان‌خون‌نسبت‌داده‌می ANR نیز‌به‌مکانیسم‌آزادسازی‌میکرو
عمدم‌ارتبماط‌ایمن‌الگموی‌‌دهدهن‌باشد‌که‌نشان‌در‌سرم‌مردان‌و‌زنان‌سالم‌یکسان‌می ANR میکرو
 .)6102 .la te regnidieL ,giwduL ,9002 .la te ouL ,ieL( سرمی‌با‌جنسیت‌است
 ها در بیماری های مختلف: ANRنقش میکرو  5-1
ای‌از‌‌هما‌در‌طیمف‌گسمترده‌‌ها‌و‌شناسایی‌بیان‌و‌عملکرد‌آن ANR امروزه‌موضوس‌بررسی‌میکرو
همای‌خمودایمنی‌‌های‌مزمن‌و‌بیماری‌های‌انسان‌شامل‌انواس‌مختلف‌سرطان،‌عفونت،‌التهاب‌بیماری
عماتی‌را‌هما،‌اطلا‌ ANR الگوی‌بیانی‌بعضی‌میکرو‌.)1102 demhA dna iaD(مورد‌توجه‌قرار‌گرفته‌است‌
ها‌دارای‌بیان‌اختصاصی‌ ANR دهد.‌بعضی‌از‌میکرو‌ها‌در‌دسترس‌قرار‌می‌در‌مورد‌عملکردهای‌آن
‌دارند‌در‌اندام‌خاصی‌هستند،‌بنابراین‌در‌ایجاد‌یا‌ فظ‌سرنوشت‌سلولی‌در‌طول‌تکوین‌جنین‌اهمیت
ها‌ ANR با‌توجه‌به‌پراکندگی‌میکرو‌.‌علاوه‌بر‌این،)4102 .la te ikaM ,ouG ,8002 .la te elhatS ,yloknoS(
‌نخاعی‌و‌غیره،‌امید‌زیادی‌وجود‌داشت‌که‌بتوان‌از‌آن-در‌سرم‌و‌سایر‌مایعا ‌بدن‌مانند‌مایع‌مغزی‌
ها‌مانند‌سرطان،‌دیابت،‌‌اس‌بیماریها‌به‌عنوان‌شناساگرهای‌زیستی‌دقیقی‌در‌تشخیص‌زود‌هنگام‌انو
 dna iaD(‌کاربرد‌رسیده‌است‌و‌عملله‌امروزه‌این‌موضوس‌تا‌ دی‌به‌مر ‌و‌غیره‌استفاده‌نمود‌و SM
 .)1102 demhA
 ها در سرطان: ANRنقش میکرو 1-5-1
همای‌مختلفمی‌ماننمد‌ی‌ر‌بیممار‌هما‌د‌ ANR میکمرو‌‌کمه‌‌اسمت‌‌شمده‌‌مشخص‌گذشتهدهه‌دو‌در‌
های‌سیستم‌ایمنی،‌سیستم‌عصبی،‌انواس‌سرطان‌و‌غیره‌نقمش‌دارنمد.‌بنمابراین‌کشمف‌نقمش‌‌بیماری
همای‌موجمودا ‌و‌از‌‌و‌عملکمرد‌ژن‌‌بیمان‌‌وهتر‌شدن‌نح‌ها،‌نه‌تنها‌به‌مشخص ANR تنظیمی‌میکرو
ر‌تشمخیص‌و‌درممان‌توانمد‌د‌‌کند،‌بلکمه‌ممی‌‌انسان‌در‌طی‌تکوین‌و‌رشد‌موجودا ‌کمک‌می‌لهجم
 dna nelooC(‌یما‌شناسماگرهای‌زیسمتی‌کماربرد‌داشمته‌باشمد‌‌1ها‌نیزبه‌عنوان‌بیومارکرها‌بیماری
از‌طرف‌دیگر،‌‌.)5102 .la te gneD ,gneD ,1102 demhA dna iaD ,9002 fiuC-yllaB
موجمب‌‌2ها‌با‌نام‌اختصاری‌آنتاگومیر ANR های‌میکرو‌تبا‌به‌کار‌گرفتن‌آنتاگونیس‌دیگریمطالعا ‌
 ,tdlefzturK(‌شموند‌‌ممی‌‌هایی‌مانند‌سمرطان‌‌های‌افزایش‌یافته‌در‌بیماری ANR کاهش‌میزان‌میکرو
 .)5102 .la te gneD ,gneD ,3102 gniY dna niL ,5002 .la te ykswejaR
 ها در بیماری های خود ایمنی: ANRکرونقش می 2-5-1
مو‌یما‌در‌پاسممخ‌مدر‌سمطح‌رونویسمی‌توسمط‌فاکتمور‌همای‌رونویسمی‌در‌طمی‌ن‌ ANRim بیمان
بما‌ ANRim یما‌عملکممرد‌‌و‌3اختلال‌در‌تنظیمم‌بیممان‌‌.‌ل‌می‌شمودربه‌سمیگنال‌های‌محیطمی،‌کنت
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 rimogatnA 
3
 noitalugersyD 
 9
 
و‌بیمماری‌هممای‌خممود‌‌1نمده‌اعصمماب‌بیماری‌همای‌تخریمب‌کن‌قبیل‌مختلمف‌ازهای‌ری‌ابمروز‌بیم
‌‌.)0102 gatnnoS ,0102 .la te arahdihaM ,rawnaK(ایمنمی‌مرتبمط‌اسمت‌
اند،‌در‌سیستم‌عصبی‌‌هایی‌که‌تا‌به‌امروز‌در‌انسان‌شناسایی‌شده ANR درصد‌میکرو‌06اً‌تقریب
هما‌ ANR میکمرو‌‌طهکه‌تنظیم‌بیان‌ژن‌بما‌واسم‌‌خیر‌نشان‌داده‌اندشوند.‌تحقیقا ‌ا‌مرکزی‌بیان‌می
‌و‌ فمظ‌میلمین‌ضمروری‌اسمت‌‌4و‌اولیگودندروسمیت‌‌3همای‌شموان‌‌،‌تممایز‌سملول‌2زایمی‌‌برای‌نورون
 te eeL ,nehoC ,9002 fiuC-yllaB dna nelooC ,6002 .la te gnibeuT ,ttarhcS(
‌داران‌متغیر‌اسمت‌و‌ ها‌در‌سیستم‌عصبی‌مهره ANR الگوی‌زمانی‌و‌مکانی‌بیان‌میکرو‌.)1102 .la
 nelooC(‌ها‌در‌الگوی‌تشکیل‌سیسمتم‌عصمبی‌اسمت‌ ANR نقش‌میکرو‌دهدهن‌ین‌موضوس،‌نشانا
  . )9002 fiuC-yllaB dna
های‌عصبی‌و‌یا‌اثر‌‌شواهد‌دیگری‌نیز‌وجود‌دارد‌که‌تحریک‌سلولشکیل‌سیستم‌عصبی،‌در‌پی‌ت
 شمود‌و‌ایمن‌دو‌میکمرو‌‌می  431-Rimو‌ 231-Rim در‌موش‌موجب‌بیان FNDB دادن‌فاکتور‌رشد
کنند.‌در‌این‌مطالعا ‌نشان‌داده‌شمده‌اسمت‌کمه‌‌در‌رشد‌زواید‌عصبی‌نقش‌مهمی‌را‌ایفا‌می ANR
 )IIKmaC(کالمودولین-ی‌موجب‌فعال‌شدن‌پروتئین‌کیناز‌وابسته‌به‌کلسیمهای‌عصب‌تحریک‌سلول
 431-Rim و  231-Rimسیون‌فاکتورهای‌رونویسی‌موجب‌افزایش‌بیان‌شود‌و‌آن‌هم‌با‌فسفریلا‌می
های‌دیگری‌موجمب‌‌خود‌با‌تنظیم‌بیان‌پروتئین‌بهنوها‌هم‌به‌‌شود‌که‌آن‌در‌جسم‌سلول‌عصبی‌می
 همم‌‌.)0102 .la te iccucraM ,nozraG ,4002 .la te miK ,eeL(گردند‌‌زایی‌می‌رونرشد‌زواید‌دندریتی‌و‌نو
 ANR شود‌و‌این‌میکرو‌می 912-Rim موجب‌افزایش‌بیان  ADMNطه‌چنین‌تحریک‌نورونی‌با‌واس
 تممال‌مطمرح‌شمده‌اسمت‌کمه‌شود.‌این‌ا‌می IIKmaC طهپذیری‌نورون‌با‌واس‌باعث‌تنظیم‌تحریک
‌تنظمیم‌‌نتیجمه‌‌در‌و‌سیناپسیه‌در‌نا  ADMN های‌در‌نهایت‌موجب‌تنظیم‌بیان‌گیرنده 912-Rim
 neravS ,2102 oaY dna iL ,0102 .la te eH ,oahZ(شمود‌‌پمذیری‌عصمبی‌ممی‌تحریمک‌
 .)4102
همای‌الیگودندروسمیت‌در‌سیسمتم‌عصمبی‌‌ی‌و‌سملول‌های‌شوان‌در‌سیستم‌عصبی‌محیطم‌‌سلول
ف‌میلین‌بر‌عهده‌دارند‌و‌از‌این‌طریق‌نقش‌مهمی‌در‌عملکمرد‌نقش‌اصلی‌را‌در‌ساختن‌غلا‌5مرکزی
دار‌موجب‌ایجاد‌هدایت‌جهشمی‌و‌‌های‌میلین‌نمایند.‌وجود‌میلین‌در‌آکسون‌طبیعی‌اعصاب‌ایفا‌می
هما‌ ANR طالعا ‌اخیر‌نقش‌مهمی‌را‌برای‌میکروشود.‌م‌های‌عصبی‌می‌در‌نتیجه‌هدایت‌سریع‌پیام
 dna saguD(اند‌‌های‌شوان‌و‌الیگودندروسیت‌گزارش‌کرده‌در‌تکثیر،‌تمایز‌و‌میلین‌سازی‌توسط‌سلول
باشد،‌‌می ANR که‌یک‌آنزیم‌کلیدی‌در‌تولید‌میکرو 1reciD های‌فاقد‌آنزیم‌موش‌.)1102 keprettoN
هما‌را‌در‌تممایز‌ ANR شموند‌و‌ایمن‌موضموس‌نقمش‌میکمرو‌‌سازی‌ممی‌‌دچار‌نقص‌شدیدی‌در‌میلین
 .دهد‌های‌شوان‌و‌الیگودندروسیت‌نشان‌می‌سلول
                                           
1
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2
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3
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4
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5
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در‌اعصماب‌مرکمزی‌هما‌‌های‌شوان‌در‌اعصماب‌محیطمی‌و‌الیگودندروسمیت‌‌که‌سلول‌وجود‌این‌اب
هما‌در‌ایمن‌دو‌ ANR های‌بیان‌و‌تنظیم‌میکرو‌میلین‌سازی‌را‌بر‌عهده‌دارند،‌اما‌بعضی‌جنبه‌فهوظی
‌های‌مشابهی‌در‌تمایز‌سملول‌ ANR میکرو‌ا تمالاً‌می‌دهدنوس‌سلول‌مشابه‌است.‌این‌موضوس‌نشان‌
  .)2102 .la te uY ,eH ,1102 keprettoN dna saguD(ساز‌نقش‌داشته‌باشند‌‌های‌میلین
 ،912-Rim ،831-Rim شامل ANR چندین‌میکروبرای‌اثبا ‌این‌فرضیه،‌مطالعا ‌متعددی‌روی‌
انجمام‌شمد‌و‌نشمان‌داده‌شمده‌کمه‌ایمن‌ 29-71-Rim تهعضمو‌دسم‌همای‌ ANR و‌میکمرو‌ 833-Rim
شوند‌و‌با‌هدف‌قمراردادن‌‌زان‌زیادی‌بیان‌میسازهای‌الیگودندروسیتی‌به‌می‌پیش‌ها‌در‌ANRمیکرو
 .la te uY ,eH ,0102 .la te eH ,oahZ(شموند‌‌ها‌به‌الیگودندروسمیت‌ممی‌‌های‌خاصی‌موجب‌تمایز‌آن‌ژن
ل‌در‌ فظ‌میلین‌موجب‌مختل‌شمدن‌همدایت‌پیمام‌عصمبی‌و‌در‌غیرطبیعی‌و‌یا‌اختلا‌تشکیل .)2102
بنمابراین‌از‌.‌)4102 neravS(شود‌های‌عصبی‌می‌ل‌در‌فعالیتهایت‌موجب‌تحلیل‌رفتن‌اعصاب‌و‌اختلان
ال‌نقش‌مهمی‌در‌تنظیم‌بیان‌ژن‌در‌سطوح‌پس‌های‌عصبی‌و‌گلی‌ها‌در‌سلول ANR آنجا‌که‌میکرو
همای‌‌تواند‌زمینه‌را‌برای‌بیماری‌ها‌در‌سیستم‌عصبی‌می‌از‌رونویسی‌دارند،‌تغییر‌در‌میزان‌بیان‌آن
فمراهم‌‌‌1)SM(یس‌جمله‌بیماری‌مالتیپل‌اسمکلروز‌‌از‌اعصاب‌دههای‌تحلیل‌برن‌عصبی‌مانند‌بیماری
‌.نماید
ژنتیک‌در‌تنظیم‌بیان‌ژن‌در‌نظر‌گرفته‌‌های‌اصلی‌اپی‌انیسمها‌به‌عنوان‌یکی‌از‌مک ANR میکرو
همای‌دخیمل‌در‌تکموین‌‌هما‌در‌تنظمیم‌بیمان‌ژن‌‌شوند‌و‌نشان‌داده‌شده‌که‌عملکرد‌مناسمب‌آن‌‌می
دهند‌که‌بیمان‌مناسمب‌و‌‌عا ‌به‌دست‌آمده‌نشان‌میهای‌ایمنی‌ضروری‌است.‌اطلا‌ها‌و‌پاسخ‌سلول
ضروری‌ T و B های‌ها‌و‌سلول‌لکرد‌ماکروفاژها،‌گرانولوسیتها‌برای‌تمایز‌و‌عم ANR عملکرد‌میکرو
ها‌به‌شد ‌برای‌ فظ‌هومئوستاز‌ایمنی‌مهم‌است؛‌پمس‌طبیعمی‌ ANR هستند‌و‌تنظیم‌بیان‌میکرو
بمه‌عنموان‌مثمال،‌ .های‌خودایمنی‌شود‌ها‌سبب‌ایجاد‌بیماری ANR در‌بیان‌میکرو‌لاست‌که‌اختلا
 ،‌نقمش‌I سط‌فعالیت‌غیرطبیعی‌مسمیر‌اینترفمرون‌نموس‌در‌تنظیم‌ایمنی‌ذاتی‌تو a641-Rim نقش
 a841-Rim و 12-Rimهای‌التهابی‌و‌نقش‌‌در‌پاسخ SETNAR3 و 31FLK2 توسط‌مهار a521-Rim
هما‌در‌ ANR اند.‌از‌طمرف‌دیگمر،‌بمه‌دلیمل‌نقمش‌زیماد‌میکمرو‌‌شناسایی‌شده AND در‌متیله‌شدن
 ،‌در‌صور ‌عملکرد‌نامناسب‌این‌میکمرو‌تمایز‌سلول‌و‌تنظیم‌ایمنی‌نهتنظیمی‌چندگاهای‌‌مکانیسم
 nehC ,gnaW ,8002 .la te elhatS ,yloknoS(‌رود‌می‌های‌خودایمنی‌بالا‌ها،‌پتانسیل‌ایجاد‌بیماری ANR
‌‌.)6102 .la te
ذاتمی‌و‌اکتسمابی‌‌بمر‌ایمن‌اسماس‌بمرآورد‌ممی‌شمود‌ مدود‌نیممی‌از‌ژن‌همای‌دخیل‌در‌ایمنمی
در‌چندیممن‌بیمماری‌ ANRim اختلال‌در‌تنظیممم‌بیممان‌ .هسمتند ANRim تحمت‌کنترل‌و‌تنظیمم
گمزارش‌شمده‌‌SM ,sitirhtra diotamuehr ,susotamehtyre supul cimetsysنظیممر‌ ِخممود‌ایمنممی‌
 dna hcirdeH ,0102 .la te grebneerG ,reruF ,0102 iellI dna sozivelA( اسمت‌
                                           
1
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2
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3
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‌در‌تنظیمم‌ یا ‌و‌یا‌ممر ‌لنفوسممیت‌ ANRim بما‌توجمه‌بمه‌توانایمی بنابرایمن.‌)1102 sokosT
ری‌همای‌اممی‌تواند‌نقمش‌مهمی‌در‌بیمماری‌زایممی‌بیمم‌ ANRim ،‌بمه‌نظمر‌ممی‌رسمدB و T همای
 enotseulB dna rekeJ ,9002 .la te ahC ,yeluaP(‌دخمود‌ایمن‌از‌جمله‌مولتیپل‌اسمکلروزیس‌داشمته‌باشمم‌
‌‌.)0102
یندهای‌آیستی‌در‌تشخیص‌دقیق‌و‌ارزیابی‌فرهای‌زیادی‌برای‌کشف‌شناساگرهای‌ز‌الشچامروزه‌
ان‌ژن‌در‌سطوح‌ها‌به‌دلیل‌تنظیم‌بی ANRاعصاب‌در‌ ال‌انجام‌است‌و‌میکرو‌‌دهبرن‌التهابی‌و‌تحلیل
هما‌ ANR بعضمی‌از‌میکمرو‌‌.‌از‌طرفمی‌رسمند‌‌های‌بسیار‌مهمی‌به‌نظر‌ممی‌‌مولکول‌پس‌از‌رونویسی،
هما‌در‌‌باشند،‌تغییرا ‌در‌عملکرد‌و‌موقعیمت‌آن‌ SMتوانند‌شناساگر‌زیستی‌دقیقی‌برای‌بیماری‌‌می
ها‌ANRز‌این‌میکروو‌از‌طرف‌دیگر‌ا‌مایعا ‌بدن‌این‌بیماران،‌موضوس‌بسیاری‌از‌تحقیقا ‌جدید‌است
 edO rJمی‌توان‌برای‌جلوگیری‌از‌روند‌پیشرفت‌بیماری‌و‌یا‌ تی‌درمان‌بیماری‌ها‌استفاده‌کمرد(‌
 ‌.)5102 .la te iksbezrtsaJ ,aksrepcaK(‌)2102 ,.la te
)‌‌1میکمرواری‌(و‌ریمز‌آرایمه‌ RCP-TR naMqaT همای‌‌های‌دقیقی‌که‌با‌اسمتفاده‌از‌روش‌‌بررسی
های‌تک‌‌اند‌که‌به‌طور‌متمایزی‌در‌سلول‌را‌شناسایی‌کرده ANR اند،‌بیش‌از‌صد‌میکرو‌انجام‌شده
‌شوند.‌نمام‌و‌نموس‌اثمر‌‌در‌مقایسه‌با‌گروه‌سالم‌بیان‌می SM به‌ای‌خون‌محیطی‌بیماران‌مبتلا‌هسته
‌1تأیید‌شده‌اسمت،‌در‌جمدول‌ SM به‌بیماری‌ها‌در‌ابتلا‌ها‌که‌نقش‌آن ANR تعدادی‌از‌این‌میکرو
 .)2102 .la te nazcoK ,nasaralimahT(آورده‌شده‌است‌
‌نقش‌دارند.‌SMها‌که‌در‌بیماری‌ANRim:‌تعدادی‌از‌1-1جدول
 اثر ن کنندهنوع سلول بیا ANRimنوع 
 β-FGTمیانجی‌گری‌مسیر‌پیام‌‌کمکی‌و‌تنظیمی‌Tسلول‌های‌ b601-Rim
کمکی‌‌Tافزایش‌بیان‌در‌سلول‌های‌‌کشنده‌Tکمکی‌و‌T،‌Bسلول‌های‌ 71-Rim
 SMبیماران‌
نقش‌ا تمالی‌در‌دوره‌کاهش‌علایم‌در‌‌سلول‌های‌تک‌هسته‌ای‌خون‌محیطی b81-Rim
 SMبیماران‌
در‌مقایسه‌‌SMکاهش‌معنی‌دار‌در‌بیماران‌‌کمکی‌Tسلول‌های‌ a02-Rim
‌با‌افراد‌کنترل
‌β-FGTمیانجی‌گری‌مسیر‌پیام‌‌کمکی‌و‌تنظیمی‌Tسلول‌های‌ 52-Rim
 71-hTتنظیم‌تمایز‌‌سلول‌های‌تک‌هسته‌ای‌خون‌محیطی 623-rim
بیان‌معنی‌دار‌در‌نوا ی‌آسیب‌دیده‌عصبی‌‌بافت‌مغز a43-Rim
 SMبیماران‌
کمکی‌بیماران‌‌Tکاهش‌بیان‌در‌سلول‌های‌‌کشنده‌Tکمکی‌و‌T،‌Bهای‌سلول‌ 794-Rim
‌SM
-ها‌در‌کنتمرل‌عملکمرد‌انمدوتلیوم‌سمد‌خمونی‌ ANR شواهد‌اخیر،‌نقش‌ضروری‌و‌اساسی‌میکرو
مغزی‌-‌اند.‌عملکرد‌ناقص‌سد‌خونی‌ها‌تحت‌شرایط‌التهاب‌را‌نشان‌داده‌مغزی‌و‌ فظ‌یکپارچگی‌آن
،‌موجب‌تسهیل‌نفوذ‌تعداد‌زیادی‌SM های‌اندوتلیال‌آن‌در‌بیماران‌ولو‌نشت‌پیدا‌کردن‌و‌التهاب‌سل
ناپمذیر‌میلمین،‌‌گردد.‌این‌امر‌سبب‌از‌دست‌رفتن‌بازگشمت‌‌های‌سفید‌به‌پارانشیم‌مغز‌می‌از‌گلبول
                                           
1
 yarraorciM 
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‌شمود‌‌ل‌در‌عملکرد‌آکسمون‌و‌همدایت‌پیمام‌عصمبی‌ممی‌آسیب‌بافت‌عصبی‌و‌در‌نهایت‌موجب‌اختلا
 ‌.)5102 .la te ittelorT adareD ,siuhpmaK(
 همای‌‌ها‌مانند‌سلول‌متفاو ‌لنفوسیتعه‌ها‌در‌زیرمجمو ANR وه‌بر‌این،‌بیان‌متفاو ‌میکروعلا
‌مشماهده‌شمده‌اسمت‌ SM بمه‌‌در‌بیماران‌مبمتلا‌+52DC تنظیمی T کشنده‌و‌سلول Tکمکی،‌ T،‌ B
افزایش‌یافته‌و‌ SM نیز‌در‌التهاب‌ایجاد‌شده‌در‌بیماری a43-Rim .‌بیان)6002 rengavtuH dna slegnE(
،‌موجب‌آزادسازی‌ماکروفاژها‌از‌کنترل‌پیام‌مهاری‌و‌به‌دنبال‌74DCف‌قرار‌دادن‌نشانگر‌غشایی‌با‌هد
دخالمت‌ SM زایمی‌بیمماری‌‌شود‌و‌به‌این‌ترتیمب‌در‌بیمماری‌‌آن‌سبب‌افزایش‌فاگوسیتوز‌میلین‌می
‌.)2102 .la te aM ,uiL( ‌کند‌می
‌سرم‌که‌به‌عنموان‌شناسماگر‌زیسمتی‌بمرای‌تشمخیص‌بیمماری‌اسمتفاده‌شمد،‌ ANR اولین‌میکرو
در‌‌1 )LCBLD(بمزر ‌ B بمه‌لنفوممای‌منتشمر‌سملول‌‌بود‌که‌میزان‌آن‌در‌بیماران‌مبمتلا‌‌ 12-Rim
سمرم‌بمه‌عنموان‌یمک‌ ANR مقایسه‌با‌افراد‌سالم‌بیشتر‌بود.‌در‌آن‌مطالعه،‌از‌تعیین‌مستقیم‌میکمرو‌
کلینیکمی‌از‌آن‌تأکیمد‌شمده‌اسمت‌ دهخمون‌و‌اسمتفا‌یمه‌بیماری‌بمر‌پا‌ص‌شناساگر‌زیستی،‌در‌تشخی
 ‌.)1102 sokosT dna hcirdeH(
،‌این‌ا تمال‌را‌تقویت‌SMبه‌بیماری‌‌های‌کاندید‌در‌ابتلا‌ها‌و‌ژن ANR ارتباط‌میزان‌بیان‌میکرو
 .la te nnamffoH ,grebdniL(‌دارنمد‌ SM به‌بیماری‌ابتلا‌ها‌نقش‌مهمی‌در ANR نموده‌است‌که‌میکرو
،‌ناشناخته‌باقی‌مانده‌SM ها‌در‌بیماری ANR اما‌در‌بعضی‌مطالعا ،‌دخالت‌تعدادی‌از‌میکرو.‌)0102
 .های‌بیشتری‌نیاز‌دارد‌است‌و‌به‌بررسی
یوانفورماتیکی‌نشان‌دادنمد‌کمه‌در‌مرا مل‌مختلمف‌تممایز‌ها‌با‌بررسی‌های‌بANRimپروفایلینگ‌
ها‌نیز‌متفاو ‌است.‌طبق‌این‌بررسی‌ها‌می‌تموان‌نتیجمه‌گرفمت‌کمه‌همر‌ANRسلول‌ها،‌بیان‌میکرو
در‌مر له‌مشخصی‌از‌تمایز‌نقش‌دارد‌که‌به‌دلیل‌هدف‌های‌متعدد‌آن‌هما‌ممی‌باشمد.‌بمه‌‌ANRim
های‌با‌بیان‌بمالا‌در‌سملول‌همای‌ANRمله‌میکرواز‌ج‌c03-Rim ,a62-Rim ,a181-Rimعنوان‌مثال‌
 . )8002 .la te reirreV ,uaL(الیگودندروسیتی‌هستند
 ها در تمایز سلول های بنیادی ANR: نقش میکرو 3-5-1
ها‌را‌در‌مرا ل‌تمایزی‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌دادند.‌از‌ایمن‌‌ANRimبررسی‌های‌مختلف،‌پروفایلینگ‌
بررسی‌ها‌می‌توان‌برای‌سلول‌درمانی‌در‌بیماری‌های‌مختلف‌استفاده‌کرد.‌در‌این‌بررسی‌هما‌نشمان‌
زیادی‌افزایش‌بیمان‌داشمته‌انمد‌و‌بمر‌خملاف‌ایمن‌دو،‌‌به‌میزان‌12-ANRimو‌‌9-ANRimدادند‌که‌
نیز‌عمل‌می‌کند،‌کاهش‌بیان‌از‌خمود‌نشمان‌ممی‌‌12-Rimکه‌به‌عنوان‌آنتاگونیست‌،‌533-ANRim
‌.‌)8002 .la te reirreV ,uaL(دهد‌
قابل‌ذکر‌است‌که‌ژن‌های‌متعددی‌در‌القای‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌نقش‌دارند‌که‌بیان‌برخمی‌از‌
از‌خمانواده‌‌01-xoSها‌قرار‌می‌گیرد.‌از‌جمله‌این‌ژن‌ها،‌‌ANRاین‌ژن‌ها‌نیز‌تحت‌تأثیر‌بیان‌میکرو
سمبب‌‌01-xoSمی‌باشد‌که‌در‌تنظیم‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌نقمش‌مهممی‌را‌ایفما‌ممی‌کنمد.‌‌ExoS
                                           
1
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سپری‌شدن‌صحیح‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌می‌شود؛‌به‌این‌ترتیب‌کمه‌فقمدان‌آن‌منجمر‌بمه‌
ایجاد‌اختلال‌در‌تمایز‌به‌سمت‌الیگودندروسیت‌ها‌می‌شود.‌در‌تحقیقا ‌نشان‌داده‌شمده‌اسمت‌کمه‌
‌می‌شود.‌PBMبه‌صور ‌سینرژیسمی‌سبب‌فعال‌شدن‌بیان‌از‌ژن‌‌1-gilOو‌‌01-xoSبیان‌هم‌زمان‌
ها،‌نشمان‌داده‌شمده‌کمه‌عملاوه‌بمر‌گمروه‌‌ANRimر‌تحقیقا ‌دیگری‌ ول‌بررسی‌پروفایلینگ‌د
نیمز‌در‌سملول‌همای‌‌p5-245-Rim ,p3-241-Rim ,a51-Rim ,831-Rim ,421-Rim‌ ،29-71-Rim
به‌نسبت‌سلول‌های‌آستروسیتی‌بیان‌بالاتری‌داشته‌و‌بنابراین‌در‌روند‌تمایز‌الیگودندروسمیتی‌‌CPO
هما‌بمه‌‌ANRimاین‌مطالعه‌نشان‌دادند‌که‌این‌‌RCP emit-laeRی‌کنند.‌در‌آنالیزهای‌نقش‌بازی‌م
 te ttimhcS ,edduB(برابر‌در‌الیگودندروسیت‌ها‌نسبت‌به‌آستروسیت‌ها‌بیش‌تر‌است‌‌61تا‌‌11میزان‌
‌.‌)0102 .la
های‌مختلف‌بیان‌‌ANRimبررسی‌های‌متعدد‌در‌ر ‌مشخص‌کردند‌که‌در‌مرا ل‌مختلف‌تمایز‌
‌ 873-Rim ,541-Rim ,912-Rim ,833-Rim ,322-Rimمتفاوتی‌از‌خود‌نشان‌می‌دهند.‌برای‌مثال‌
-Rimهما،‌‌ANRدر‌الیگودندروسیت‌ها‌بیان‌به‌شد ‌بالایی‌داشته‌و‌بر‌خلاف‌این‌میکرو‌412-Rimو‌
بیان‌بسیار‌کمی‌از‌خود‌در‌الیگودندروسمیت‌هما‌‌b91-Rimو‌‌291-Rim ,29-Rim ,b181-Rim ,023
‌.)8002 .la te reirreV ,uaL(نشان‌می‌دهند‌
‌
 
ها‌در‌مرا ل‌تمایزی‌(‌رنگ‌سبز‌میزان‌پایین‌بیان‌و‌رنگ‌قرمز‌میزان‌بالای‌بیان‌را‌نشان‌می‌‌ANRimپروفایلینگ‌‌2-1شکل
‌دهد.)‌
‌
نیز‌در‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌نقش‌مهمی‌را‌ایفا‌ممی‌‌831-Rim،‌833-Rimو‌‌ 912-Rimدر‌کنار‌
ا ل‌اولیه‌تمایز‌و‌در‌بیان‌مارکرهای‌در‌مر‌ANRکند.‌در‌مطالعا ‌نشان‌داده‌شده‌است‌که‌این‌میکرو
‌.)1102 .la te llA ,atpuG(اولیه‌الیگودندروسیتی‌نقش‌دارد‌
 41
 
به‌عنموان‌تنظمیم‌‌9-Rimها‌مشخص‌کرده‌است‌که‌‌ANRimتحقیق‌دیگری‌پیرامون‌پروفایلینگ‌
بمه‌مر لمه‌الیگودندروسمیت‌اولیمه‌‌)-ClaG /+5B2A( CPOکننده‌مهم‌در‌تممایز‌سملولی‌از‌مر لمه‌
ول‌های‌شوان‌بیان‌می‌را‌که‌توسط‌سل‌22PMP1بیان‌‌9-Rim)‌محسوب‌می‌شود.‌+ClaG /+5B2A(
شود‌و‌به‌عنوان‌فاکتوری‌در‌تشکیل‌میلین‌به‌شمار‌می‌رود،‌کاهش‌ممی‌دهمد.‌هممین‌نتمایج‌نشمان‌
 .‌)1102 .la te llA ,atpuG(در‌مرا ل‌اولیه‌الیگودندروسیتی‌است‌‌ANRدهنده‌نقش‌این‌میکرو‌
در‌مرا ل‌مختلف‌تمایز‌سلول‌های‌بنیادی،‌در‌مطالعا ‌ارزیمابی‌شمده‌انمد.‌‌ANRimپروفایلینگ‌
در‌مر له‌اولیه‌و‌میمانی‌‌ 412-Rim،‌‌CPOی‌و‌نهایی‌در‌مرا ل‌اولیه،‌میان‌541-Rimو‌‌ a991-RiM
 ,nezteL(بیان‌بالایی‌دارند‌‌CPOدر‌مر له‌پیش‌ساز‌گلیالی‌و‌اولیه‌‌3811-Rimو‌‌481-Rimو‌‌CPO
 .)0102 .la te uiL
ها،‌مشخص‌شد‌که‌‌NRبنابراین‌باتوجه‌به‌این‌تحقیق‌و‌دیگر‌مطالعا ‌پیرامون‌پروفایلینگ‌میکرو
می‌تواند‌نقش‌مهمی‌را‌در‌القای‌تمایز‌به‌سمت‌الیگودندروسیت‌ها‌ایفا‌کند.‌در‌این‌پمروژه‌‌481-Rim
‌در‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌است.‌ANRنیز‌تمام‌سعی‌ما‌در‌اثبا ‌نقش‌این‌میکرو
به سمت  sllec mets rotinegorp larueNمسیر تمایزی از سلول های  6-1
 های الیگودندروسیت سلول
سلول‌های‌بنیادی‌عصبی‌قابلیت‌تبدیل‌به‌سه‌دسته‌اصملی‌سملول‌همای‌نمورونی،‌آستروسمیتی‌و‌
الیگودندروسمیت‌هما‌در‌سیسمتم‌.‌)9002 .la te amunoA ,onasA(الیگودندروسمیتی‌را‌دارنمد‌
این‌‌SMعصبی‌مرکزی‌نقش‌مهمی‌را‌با‌تولید‌میلین‌ایفا‌می‌کنند.‌همانگونه‌که‌اشاره‌شد‌در‌بیماری‌
سلول‌ها‌تخریب‌می‌شوند.‌از‌روش‌های‌ذکر‌شده‌برای‌درمان‌این‌بیماری‌می‌توان‌سملول‌درممانی‌و‌
ول‌درمانی‌مهم‌ترین‌سلول‌استفاده‌شمده‌را‌به‌عنوان‌روش‌های‌ایمن‌نام‌برد.‌در‌سل‌2مولکول‌درمانی
 rotinegorp larueNبرای‌تمایز‌به‌سمت‌الیگودندروسیت‌ها،‌سلول‌های‌بنیادی‌پمیش‌سماز‌عصمبی(‌
)‌هستند‌که‌بسته‌به‌نوس‌شرایط‌محیطی‌می‌توانند‌به‌انواس‌سملول‌همای‌عصمبی‌نمورونی،‌sllec mets
 .la te eH ,oahZ ,0102 .la te uiL ,nezteL(آستروسیتی‌و‌الیگودندروسیتی‌تمایز‌می‌یابنمد‌
 ‌)0102
ابتمدا‌ب مه‌سملول‌همای‌پمیش‌سماز‌ sCSPNدر‌مسمیر‌تممایزی‌الیگودندروسمیتی،‌سملول‌همای‌
)‌تبمدیل‌ممی‌شموند‌کمه‌خمود‌]sCPO[slleC metS rosrucerP etycordnedogilOالیگودندروسیت‌(
)‌ممی‌باشمند.‌CPO-etaL)‌و‌نهمایی‌(‌CPO-diM)،‌میمانی‌(‌CPO-ylraEشامل‌سمه‌مر لمه‌ابتمدایی‌(‌
‌های‌الیگودندروسیت‌تبدیل‌می‌شوند.‌‌نیز‌به‌سلول‌CPOهای‌‌سلول
پس‌از‌مهاجر ‌به‌بخش‌سفید‌مغز،‌از‌چرخه‌سلولی‌خارج‌شده‌و‌روند‌تمایز‌بمه‌‌CPOسلول‌های‌
،‌‌3ها‌به‌علت‌دارا‌بودن‌قابلیمت‌بمالقوه‌متعمدد‌CPOسمت‌الیگودندروسیت‌های‌بالغ‌را‌طی‌می‌کنند.‌
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سلول‌های‌بنیادی‌در‌مطالعا ‌محسوب‌و‌پاسخ‌های‌سریع‌تکثیری‌به‌آسیب،‌از‌دسته‌‌1خودتجدیدی
این‌سلول‌ها‌به‌میزان‌بالایی‌تکثیر‌می‌یابنمد،‌متحرکنمد‌و‌‌.)3991 .la te notgnirraW ,reffiefP(‌می‌شوند
 .la te oahZ ,miS(و‌غیره‌را‌بیان‌می‌کنند‌‌5B2Aکه‌به‌میزان‌زیادی‌مارکرهای‌‌دوقطبی‌هستند
بیان‌این‌فاکتورها‌‌.)4002 .la te cizdaH ,ebanataW ,4002 .la te oahZ ,ycnaF ,2002
و‌غیره‌تنظیم‌ممی‌شمود.‌‌2gilOو1gilOها‌توسط‌فاکتورهای‌رونویسی‌CPOو‌هم‌چنین‌ویژگی‌های‌
ها‌در‌روند‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌بمه‌فاکتورهمایی‌نظیمر‌CPOهم‌چنین‌مطالعا ‌نشان‌می‌دهند‌که‌
 te hcroT ,cisoT(نیز‌پاسخ‌می‌دهند‌‌1-)FGI(rotcaf htworg ekil-nilusnIو‌)3T(enomroh dioryhT
‌.)4002 .la te cizdaH ,ebanataW ,3002 .la te nosloJ ,senoJ ,2991 .la
-xeS ,2gilO ,1gilOها‌به‌عملکمرد‌CPOعلاوه‌بر‌این‌نتایج،‌این‌تحقیقا ‌نشان‌داده‌اند‌که‌تمایز
و‌غیره‌نیماز‌دارد؛‌چمرا‌کمه‌ایمن‌فاکتورهما‌بما‌‌6.2XKN ,2.2XKN ,01-)xoS(xob-Y gninimreted
ه‌و‌بنمابراین‌سمبب‌رونویسمی‌و‌بیمان‌از‌ایمن‌ژن‌ممی‌شموند‌پروموتر‌ژن‌های‌میلین‌بر‌هم‌کنش‌داد
‌.)7002 .la te ettecuoD ,yalociN(
در‌تحقیقا ‌انجام‌شده‌بر‌روی‌روند‌تمایز‌سلول‌ها،‌از‌مارکرهای‌سلول‌برای‌بررسی‌مسیر‌تمایز‌و‌
تشخیص‌سلول‌ها‌استفاده‌می‌کنند.‌بمه‌عنموان‌مثمال‌مطالعما ‌ژاو‌و‌همکمارانش‌نشمان‌دادنمد‌کمه‌
 .la te eH ,oahZ(انمد‌‌ در‌سلول‌های‌الیگودندروسمیتی‌بیمان‌بمالایی‌داشمته‌‌‌2gilO ,1gilOمارکرهای‌
‌.‌)0102
نیز‌به‌عنوان‌فاکتور‌تنظیمی‌مهمی‌در‌تمایز‌سملول‌همای‌پمیش‌سماز‌الیگودندروسمیت،‌‌2.2XKN
،‌می‌باشد.‌به‌این‌ترتیب‌که‌در‌بخش‌های‌دمیلینه‌شده‌در‌ممدل‌موشمی‌کمه‌آسمیب‌نخماعی‌sCPO
را‌دارا‌بودند،‌کاهش‌پیدا‌می‌کنند.‌در‌مطالعه‌دیگمری‌‌2.2XKNکه‌‌CPOداشتند،‌تعداد‌سلول‌های‌
به‌عنوان‌فاکتور‌زمانی‌مشخصی‌در‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌معرفی‌شد.‌این‌مطالعه‌نشان‌‌2.2XKNژن‌
ها‌در‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌نقش‌مهمی‌دارد‌و‌بما‌CPOداد‌که‌بیان‌بالای‌این‌ژن‌در‌پیش‌برد‌سریع‌
‌و‌کاهش‌بیان‌این‌فاکتور‌سبب‌افمزایش‌رونمد‌تممایزی‌بمه‌سممت‌‌2αrfgdpاتصال‌به‌فاکتور‌رونویسی‌
.‌همم‌چنمین‌)7002 .la te ebanataW ,amayuS( )4102 .la te oahZ ,uhZ(سلول‌های‌الیگودندروسیت‌می‌شمود‌
کمه‌شمناخته‌‌PAFGبه‌عنوان‌شناخته‌شده‌ترین‌مارکر‌الیگودندروسیتی،‌همانند‌مارکر‌‌3PBMمارکر‌
 .la te gneP ,ikuotlahS(شده‌ترین‌مارکر‌آستروسیتی‌است،‌در‌مطالعا ‌مختلف‌به‌کار‌گرفته‌می‌شمود‌
های‌جدا‌شده‌از‌ر ‌در‌محیط‌کشت‌ویژه‌به‌سلول‌همای‌الیگودندروسمیتی‌نابمالغ‌تممایز‌CPO.‌)3102
 ,azardeP(‌انجمام‌شمده‌اسمت‌‌4PLPو‌‌PBM،‌4Oیافتند‌و‌این‌تشخیص‌براساس‌مارکرهای‌سمولفاتید‌
‌.)4102 .la te rolyaT
قابلیمت‌تمرمیم‌ SMهم‌چنین‌تحقیقا ‌دیگری‌نشان‌دادند‌که‌آسیب‌های‌ایجاد‌شده‌در‌بیماری‌
مجدد‌را‌ندارند‌و‌همین‌دلیل‌سبب‌بروز‌اختلال‌در‌عملکردهای‌بیولوژیکی‌می‌شود.‌در‌این‌تحقیقا ‌
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ای‌طبق‌گفته‌های‌قبل،‌نشان‌دادند‌که‌برای‌تولید‌مجدد‌سلول‌های‌الیگودندروسیت‌تمایز‌از‌سلول‌ه
دارا‌نبودن‌قابلیت‌ترمیم‌مجدد‌آسیب‌ها‌به‌‌)1102 ,.la te noriMضروری‌است.‌( پیش‌ساز‌آن‌ها
 te nnamlhuK ,noriM(در‌تکثیر‌و‌تمایز‌در‌التهاب‌های‌مغزی‌می‌باشمد‌‌CPOعلت‌ناتوانی‌سلول‌های‌
.‌با‌روش‌های‌مولکمولی‌ممی‌تموان‌میمزان‌تممایز‌ایمن‌سملول‌هما‌را‌بمه‌سممت‌سملول‌همای‌)1102 .la
الیگودندروسیت‌تحریک‌کرد.‌در‌شکل‌زیر‌تکثیر‌و‌تمایز‌سلول‌های‌بنیادی‌در‌زمان‌آسمیب‌دیمدگی‌
‌میلین‌مشاهده‌می‌شود.
 
 یم‌میلین‌آسیب‌دیده.مرا ل‌تکثیر‌و‌تمایز‌سلول‌های‌بنیادی‌برای‌ترم‌3-1شکل
‌
می‌توان‌به‌عنوان‌منبمع‌‌CSE و‌یا CSPN ,CPOبنابراین‌می‌توان‌نتیجه‌گرفت‌که‌از‌سلول‌های‌
‌استفاده‌کرد.‌SMتولیدکننده‌سلول‌های‌الیگودندروسیت‌آسیب‌دیده‌در‌سلول‌درمانی‌بیماری‌
‌
 :SMبیماری  7-1
شامل‌مغز‌سیسمتم‌عصبمی‌مرکمزی‌‌رایمج‌تریمن‌بیماری‌خود‌ایمن )‌SM( مولتیپمل‌اسمکلروزیس
 ,okcyM ,2102 llewgniK( اسمت‌کمه‌بما‌التهماب‌نمورون‌هما‌و‌تخریمب‌میلیممن‌همممراه‌اسممت‌ و‌نخاس
،‌‌1خمود‌فعمال‌خماص‌)+4DC(T در‌ایمن‌بیماری‌دسمته‌ای‌از‌سملول‌همای‌.)5102 .la te akswelahciC
موجممب‌‌2مغمزی‌‌-خمونی‌‌پممس‌از‌عبممور‌از‌سممد‌‌وند‌وسیسمتم‌ایمنمی‌محیطمی‌فعمال‌ممی‌شمدر‌
 dna repsaK(‌تخریمب‌غلاف‌میلیمن‌و‌در‌نتیجمه‌اختلال‌در‌فرآینمد‌انتقمال‌پیمام‌عصمبی‌ممی‌شمموند‌
در‌سمنین‌جوانمی‌و‌میان‌سمالی‌‌لاایمن‌بیماری‌معممو‌.)1102 .la te inamlaS ,inierhaB ,0102 rekameohS
‌بروز‌می‌کند.‌
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‌
‌SMدر‌بیماری‌llec-Tسمت‌چپ:‌سلول‌های‌سالم‌عصبی.‌سمت‌راست:‌سلول‌های‌آسیب‌دیده‌توسط‌‌-4-1‌شکل
‌
 ممی‌‌بیمماری‌‌اپیمدمیولوژیکی‌‌های نشانه‌از‌یکی‌آن جغرافیایی‌پراکندگی‌الگویو‌ SM نرخ‌شمیوس
 ممی‌‌زندگی‌استوا‌خط‌نزدیکی‌در‌که‌یهای جمعیت‌در‌بیماری‌این‌شیوس‌میزان‌ولمعم‌طور‌به.‌باشد
 بیماری‌به‌مبتلایان‌میزان‌جنوبی‌و‌شمالی‌نیمکره‌دو‌سمت‌به‌جغرافیایی‌طول‌در.‌است‌کمتر‌کنند
‌بریتانیا،‌و‌اسکاندیناوی‌کشورهای‌بویژه‌اروپا،‌شمال‌کشورهای‌در‌بیماری‌این.‌یابد می‌افزایشاس ‌‌ام
 ,7002 .la te rafidametE ,aintadaaS ,2002 .la te uigtoS ,ittailguP( دارد‌بالایی‌شیوس‌کانادا‌جنوب‌و‌آمریکا‌شمال
 .)6102 .la te uaeroM ,yareL ,1102 izhgaM dna rafidametE
‌:شوند‌می‌یبند تقسیم‌دسته‌سه‌جغرافیایی،‌نوا ی‌شیوس‌میزان‌براساس
 نفر‌000,001نفر‌در‌‌03.میزان‌شیوس‌بالا:‌‌بیش‌از‌1
 نفر‌000,001نفر‌در‌‌52تا‌‌5.‌میزان‌شیوس‌متوسط:‌‌بین‌2
 نفر‌000,001نفر‌در‌‌5کم‌ریسک:‌کمتر‌از‌.‌3
‌
‌تقسیم‌بندی‌پراکندگی‌جغرافیایی‌ام‌اس‌در‌جهان. -5-1شکل‌
‌
د‌نمما‌مطالعا ‌مختلمف‌نشمان‌ممی‌دهمم‌مشمخص‌نشمده‌اسمت‌ا SM یماراگرچمه‌علمت‌دقیق‌بی
 و‌عواممل‌محیطمی‌بما‌یکدیگمر‌در‌بیمماری‌زایممی‌‌ ALH(نموس‌گیرنده‌(برهمکنمش‌عواممل‌ژنتیکمی
 ,1102 .la te inamlaS ,inierhaB ,0102 dakkA dna najffoH(نمد‌دار نقمش‌ SM
 . )5102 .la te ilaB ,aitahB
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ئم‌مولتیپل‌اسمکلروزیس‌ناشمی‌از‌قطع‌مسمیر‌میلمین‌در‌سیسممتم‌عصبممی‌مرکممزی‌در‌اثممر‌لاع
ئم‌ابتدایمی‌ممی‌توانمد‌به‌صور ‌یک‌یا‌تعمدادی‌از‌موارد‌زیمر‌بروز‌لاتخریمب‌پوشمش‌میلین‌اسمت؛‌ع
هما‌‌سمتد(کمی‌در‌یک‌یا‌تعمدادی‌از‌ارگان‌همای‌ رکتمی‌تضعیمف‌یما‌کاهمش‌چابکی‌و‌چالا)‌1:کند
 dna hoH(2دو‌بینممی‌‌)‌4‌‌‌‌‌1رزوال‌بینایممی‌مونوکممولا‌ )3اختلال‌در‌سیسمتم‌ سممی‌‌)2‌)و‌یما‌پاهما
ئمم‌ممی‌توانند‌بمه‌لا.‌همر‌یمک‌از‌ع3هنگمی‌ رکتمیاناهم)‌6بمی‌ثباتمی‌در‌راه‌رفتن‌‌)5‌)4102 essieB
ولوژی‌تصویممر‌نتشمخیص‌کلینیکمی‌می‌توانمد‌به‌وسمیله‌ی‌تک .ناگهانمی‌و‌یا‌تدریجی‌باشمندصور ‌
محممل‌(ك‌ها‌یما‌ضایعا ‌متعدد‌و‌غیمر‌متقمارن‌صمور ‌گیرد‌کمه‌پلا 4نانمس‌مغناطیسمیوبرداری‌رز
 ی‌زوم‌و‌نموا‌و‌بمه‌ویمژه‌در‌نا یه‌کورپموس‌کمالا‌‌ SNCماده‌سمفید‌‌سرتاسردر‌‌)های‌تخریب‌میلین
بما‌وجود‌اینکه‌‌. )6002 grebneskO dna resuaH(نشمان‌می‌دهد‌عمقی‌بطن‌همای‌مغمز‌را‌در‌افمراد‌مبتلا
ونمده‌ر‌عمت‌پیشسربیماری‌بمه‌‌میتوانمد‌از‌یمک‌بیماری‌خموش‌خیمم‌تما‌یمک SM بیماری‌فنوتیمپ
ونمده‌روبمه‌رو‌ممی‌ر‌بیماران‌مبتلا‌در‌نهایمت‌بما‌ناتوانی‌پیش‌رو‌ناتوان‌کننده‌باشمد،‌با‌ایمن‌ ال‌اکث
‌ :یم‌کردگروه‌تقسم‌4شموند.از‌ایمن‌رو‌بمر‌اسماس‌ناتوانی‌نورولوژیمک‌می‌توان‌بیماران‌را‌به‌
‌)evissergorp-yramirp( ابتدایی‌وندهر‌پیش-1
‌)evissergorp -yradnoceS( ثانویه‌وندهر‌پیش -2
‌ )6102 .la te ecnaV ,samlA(‌)gnittimer-gnispaleR(‌بهبود‌پذیر‌-عود‌کننده-3
‌ )gnispaler-evissergorP( وندهر‌شپی‌–عود‌کننده‌ -4
را‌نشمان‌ممی‌دهنمد؛‌الگموی‌فنوتیپمی‌بیمماری‌در‌ SM-RR درصمد‌از‌بیماران‌الگموی‌58تقریبماً
ممی‌باشمد‌کمه‌ )espaleR فماز‌عمود‌یما(ئم‌و‌بدتمر‌شمدن‌آنهما‌لااین‌ الت‌به‌صور ‌بمروز‌ناگهانی‌ع
.‌ مدود‌،‌ اصمل‌ممی‌شمود)noissimeR فماز‌بهبمودی‌یما(بمه‌دنبمال‌آن‌بهبمودی‌نسمبی‌یما‌کاممل‌
‌01پمس‌از‌‌معمممولاً‌(تغییمر‌وضعیممت‌ممی‌دهنمد‌ SM-PS بمه‌فمرم SM-RR درصمد‌از‌بیماران‌05
بممرای‌ SNC عمت‌زوال‌میلیمن‌و‌آکسمون‌از‌تواناییر؛‌اکثراً‌این‌اتفاق‌زمانمی‌ممی‌افتمد‌کمه‌س)سمال
دیده‌می‌شمود.‌‌فت‌تدریجمی‌ناتوانمیرکمه‌در‌این‌ المت‌پیش‌هما،‌پیشمی‌بگیرد جبران‌و‌سماخت‌آن
‌ .)SM-PP فمرم(فمت‌تدریجمی‌ناتوانمی‌را‌نشمان‌ممی‌دهنمد‌رن‌ابتدا‌پیشادرصد‌از‌بیماران‌از‌هم‌01
درصمد‌از‌بیماران‌دیمده‌ممی‌شممود‌و‌در‌ایممن‌ الممت‌‌5اسمت‌کمه‌ مدوداً‌در‌ SM-RPفرم‌دیگمر،‌
کمه‌در‌اداممه‌بما‌یممک‌یمما‌تعممداد‌فمت‌تدریجمی‌ناتوانمی‌را‌نشمان‌ممی‌دهنمد‌ربیماران‌از‌ابتمدا‌پیش
 .la te eeL ,kciduR ,6002 grebneskO dna resuaH ,6002 nidooG(بیشتری‌عمود‌یا‌تشمدید‌همممراه‌اسممت‌
‌نشان‌داده‌شده‌است.‌SMدوره‌های‌بالینی‌بیماری‌6-1 در‌شکل‌.)6002
                                           
1
  )sitiruen lacitpo( ssol lausiv raluconoM 
2
 aipolpiD 
3
  aixatA 
4
 gnigami ecnanoser citengaM 
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‌
 SMی‌دوره‌های‌بالین‌-6-1شکل‌
‌
همانگونه‌که‌ذکر‌شد‌تا‌به‌امروز‌دلیل‌قطعی‌بروز‌این‌بیماری‌مشخص‌نشده‌است‌و‌از‌نظر‌پزشکی‌
تا‌زمانی‌که‌علت‌اصلی‌یک‌بیماری‌مشخص‌نباشد‌نمی‌توان‌درمان‌قطعی‌برای‌آن‌بیماری‌نیز‌در‌نظر‌
پیشمرفت‌ایمن‌اما‌با‌این‌وجود؛‌کمپانی‌های‌دارویی،‌داروهای‌متعمددی‌را‌بمرای‌جلموگیری‌از‌‌،گرفت
‌تولید‌کرده‌اند.‌ bamuzilataN،‌کورتیکواستروئیدها‌و‌βبیماری‌از‌جمله‌اینترفرون
در‌کنار‌این‌داروها‌که‌به‌عنوان‌درمان‌نمی‌توان‌از‌آن‌ها‌یاد‌کرد،‌مطالعا ‌متعددی‌بر‌روی‌روش‌
نجام‌شده‌ها‌ا‌ANRim.‌با‌بررسی‌هایی‌که‌روی‌پروفایلینگ‌به‌انجام‌رسیده‌است‌1های‌سلول‌درمانی
اسمتفاده‌‌،SMعنوان‌متد‌جدیدی‌بمرای‌درممان‌بیمماری‌‌بهها‌بتوان‌‌ANRimاست،‌این‌فرضیه‌که‌از
 کرد،‌معرفی‌شده‌است.
به‌کار‌گرفته‌شده‌برای‌مطالعه‌بیش‌‌روش‌همایبرای‌کسب‌اطلاعا ‌لازمه‌در‌درمان‌این‌بیماری،‌
 ,xiM ,9002 renieW(مت‌اسم‌‌2EAEبمر‌روی‌مدل‌ یوانمی‌و‌آزمایشممگاهی‌ایممن‌بیمماری،‌تر‌
را‌‌ EAEمممدل‌‌.)0102 .la te sidoM-ylleK ,nivalS ,0102 .la te rekceneiR-reyeM
و‌بمه‌وسمیله‌ایمنمی‌زایمی‌بما‌پروتئیمن‌‌ ( ‌هاا تمی‌پریم(ممی‌تموان‌در‌انمواس‌گونمه‌همای‌ یوانمی‌
ویژگمی‌هممای‌کلینیکممی،‌ EAE هما،‌ایجماد‌کمرد.‌بیماری متقا ‌پپتیمدی‌آنهمای‌میلیمن‌و‌یما‌مش
دارد‌و‌از‌ایمن‌رو‌بمه‌طممور‌‌ SMری‌اهیسمتولوژی،‌ایمونولوژیمک‌و‌ژنتیکی‌مشمابه‌و‌مشترکی‌بما‌بیم
                                           
1
 ypareht lleC 
2
 yhtapolahpecne enummiotua latnemirepxE 
 02
 
 livmaZ dna namnietS(،‌درنظمر‌گرفتمه‌ممی‌شمود‌SM ‌گسترده‌ای‌بمه‌عنموان‌ممدل‌بیماری‌ یوانمی
 .)6002
سلول‌های‌الیگودندروسیت‌آسیب‌می‌بینند‌که‌این‌سلول‌ها‌از‌دسته‌سلول‌همای‌‌SMدر‌بیماری‌
مرکزی‌می‌باشند‌و‌تولید‌میلین‌را‌برعهده‌دارند‌و‌قابل‌ذکمر‌اسمت‌کمه‌آسمیب‌همای‌-سیستم‌عصبی
تخریممب‌میلیممن‌و‌ناشی‌از‌بروز‌بیماری‌در‌اثر‌تخریب‌میلین‌می‌باشمد.‌بنمابراین‌ممی‌تموان‌گفمت،‌
 اگرچمه‌در‌فاز‌اولیه‌اسمت.‌ SM ریایکمی‌از‌ویژگمی‌همای‌اصلمی‌بیم‌آنازی‌ناقمص‌و‌ناکافمی‌بازسم
اری‌ایممن‌،‌بازسمازی‌میلین‌به‌طور‌نسمبتاً‌مکرر‌قابل‌مشماهده‌اسمت‌امما‌در‌مرا مل‌بعمدی‌بیمم‌SM
‌ثمری‌صور ‌ممی‌گیمرد.‌ؤفرآینمد‌بمه‌طمور‌غیر‌م
بر‌نقمش‌مشممابه‌مکانیسممم‌همایی‌میلیممن‌سممازی‌شمواهد‌کاممل‌و‌واضح‌مبنی‌‌ردر‌ ال‌ ماض
،‌موجود‌نیسمت؛‌بمرای‌مثمال‌SM پمس‌از‌تخریمب‌آن‌طمی‌بیماری‌2،‌در‌بماز‌سمازی‌میلیمن‌1مویمن
،‌فاکتممور‌تعیمین‌کننمده‌hctoN ی‌رسممد‌پیمام‌رسممانی‌مم‌موی،‌بمه‌نظمر‌ن‌مف‌میلین‌سمازی‌نلابر‌خ
 .la te duoneG ,yhtrowditS( باشممد‌‌ایط‌آزمایشممگاه‌ردر‌بازسممازی‌میلیممن‌در‌شم‌‌3عممت‌رس
‌.)3102 .la te tnerO ,lissaB ,3102 .la te ueihtaM ,oicirapA ,4002
 .وی‌نشمان‌داده‌شمده‌اسمتمدر‌فرآیند‌میلین‌سمازی‌ن ANRim چگونگمی‌نقمش‌7-1در‌شمکل‌
‌
‌ن‌سازی‌نمویدر‌فرآیند‌میلی‌ANRimنقش‌‌‌-7-1شکل
‌
نقمش‌خمود‌را‌در‌بازسممازی‌‌ویمی‌دخیمل‌در‌میلین‌سمازی‌نهاایمن‌ مال‌برخی‌از‌مکانیسمم‌‌با
در‌میلیممن‌4 1-ogniL یمز‌ فمظ‌کمرده‌انمد؛‌بمرای‌مثمال‌مشممخص‌شممده‌اسممت‌تنظیممم‌نمیلیمن‌
در‌الیگودندروسممیت‌همما‌بیممان‌. 1-ogniL )4002 .la te duoneG ,yhtrowditS(موی‌نقمش‌دارد‌مسمازی‌ن
ایمز‌الیگودندروسمیت‌هما‌و‌در‌نتیجه‌میلمین‌مممی‌شمود‌و‌یمک‌تنظیمم‌کننمده‌منفمی‌قموی‌بمرای‌ت
موجب‌تقویت‌میلیمن‌سمازی‌در‌ممدل‌همای‌موشممی‌مممی‌ 1-ogniL سمازی‌آکسمونی‌سمت؛‌ مذف
                                           
1
   noitanileym latnempoleveD 
2
 noitanileymer latnemirepxE 
3
 rotcaf gninimreted-etaR 
4
 nietorp gniniatnoc-niamod nilubolgonummi dna taeper hcir-enicueL 
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ایممز‌الیگودندروسممیت‌همما‌و‌میلیممن‌مآن‌موجمب‌جلوگیمری‌از‌تشمود‌در‌ المی‌کمه‌افزایش‌بیمان‌
 te gnahZ ,gnahZ ,5102 thgirnE-zednanreF dna swerdnA ,5002 .la te relliM ,iM(‌وی‌ممی‌شمودمسمازی‌ن
نیمز‌گمزارش‌شممده‌ EAE هممای‌در‌بازسمازی‌میلیمن‌در‌مممدل‌ 1-ogniL بمه‌علاوه‌نقمش .)5102 .la
‌‌.)7002 .la te uH ,iM ,5002 .la te relliM ,iM( اسمت
هستند‌‌1BxoSاعضای‌گروه‌ 3-xoS ,2-xoS ,1-xoSدر‌مطالعا ‌دیگری‌نشان‌داده‌شده‌است‌که‌
تحقیق‌مشخص‌کردند‌که‌بیمان‌بمالای‌‌و‌هر‌سه‌دارای‌توالی‌و‌الگوی‌بیانی‌یکسانی‌می‌باشند.‌در‌این
این‌ژن‌ها‌سبب‌تولید‌سلول‌های‌نورونی‌و‌در‌واقع‌تمایز‌به‌سمت‌نورون‌ها‌شده‌کمه‌از‌طرفمی‌ممانع‌
)‌در‌تممایز‌1-xoSتمایز‌به‌سمت‌سلول‌های‌الیگودندروسیت‌می‌شوند.‌علاوه‌بمر‌آن‌نقمش‌ایمن‌ژن‌(‌
)‌نشان‌داده‌شده‌اسمت؛‌بمه‌ایمن‌]CSE[sllec mets cinoyrebmEنورونی‌سلول‌های‌بنیادی‌جنینی‌(
 ,miK ,1102 .la te niJ ,rehcrA(افمزایش‌ممی‌یابمد‌‌1-xoSترتیب‌که‌ ین‌تمایز‌نورونی،‌رونویسی‌از‌ژن‌
‌ )5102 .la te miK
از‌جمله‌ژن‌های‌اصلی‌در‌مسیر‌تممایزی‌آستروسمیتی‌‌1L2lcBژن‌‌،در‌مطالعه‌لتزن‌و‌همکارانش
.‌در‌بررسی‌های‌این‌مطالعه‌مشخص‌شد‌که‌میزان‌بیان‌این‌ژن‌در‌)0102 .la te uiL ,nezteL(معرفی‌شد‌
بیشتر‌می‌باشمد.‌بررسمی‌،‌1PAFGروند‌تمایز‌آستروسیتی‌از‌میزان‌بیان‌ژن‌اصلی‌در‌آستروسیت‌ها،‌
در‌روند‌تمایزی‌الیگودندروسمیتی‌در‌مطالعما ‌آینمده‌بایسمتی‌ممورد‌‌1L2lcBتأثیر‌مهارکنندگی‌ژن‌
ها‌در‌ANRتحقیق‌علاوه‌بر‌بررسی‌ژن‌های‌آستروسیتی،‌پروفایلینگ‌میکرو‌ارزیابی‌قرار‌گیرد.‌در‌این
عمدد‌‌381ارزیابی‌شده،‌‌ANRمیکرو‌668روند‌مسیر‌تمایزی‌نیز‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفتند‌که‌از‌بین‌
هما‌در‌پروسممه‌ ANRim اخیراً‌گزارش‌شمده‌اسممت‌از‌آن‌ها‌در‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌نقش‌داشتند.‌
نقممش‌را‌در‌بازسممازی‌میلیممن‌در‌رونممد‌‌وی‌نقمش‌دارنمد.‌امما‌اینکمه‌آیما‌همینمممیلیمن‌سمازی‌ن
‌نیمز‌دارنمد‌یا‌خیر،‌بایسمتی‌در‌مطالعما ‌آینمده‌مشمخص‌شمود. SM بیماری
،‌از‌سلول‌درمانی‌استفاده‌شمده‌اسمت.‌ایمن‌مطالعما ‌SMدر‌برخی‌از‌مطالعا ،‌در‌درمان‌بیماری‌
سال‌بعد‌هیچ‌‌4که‌سلول‌درمانی‌روی‌آن‌ها‌انجام‌شده‌است،‌تا‌%‌بیمارانی08مشخص‌کردند‌که‌در‌
 elpitluM%‌از‌این‌بیماران،‌ناتوانی‌های‌مزمنی‌ایجاد‌نشمده‌اسمت.‌(‌78گونه‌ مله‌ای‌نداشته‌اند‌و‌در‌
نویمدبخش‌‌برای‌اهداف‌درمانی،‌ANRimموضوس‌کاربرد‌واضح‌است‌که‌‌)6102naj ,retneC htlaeH sisorelcS
‌اسمتفاده‌‌لمه‌زیادی‌نیاز‌اسمت‌تما‌بمه‌مر ‌است‌اما‌هنوز‌مطالعا ‌ SM بیماری‌درمان‌در‌بهتری‌دهآین
‌‌.ی‌در‌انسان‌برسدعمل
 :تمایز سلول های بنیادی عصبی در 481-Rimنقش  8-1
ها‌از‌آن‌هما‌ANRها،‌می‌توان‌با‌شناسایی‌اهداف‌میکروANRبنا‌به‌دلیل‌کاربردهای‌درمانی‌میکرو
ها‌نرم‌افزارهای‌ANRimیماری‌استفاده‌کرد.‌برای‌شناسایی‌اهداف‌برای‌جلوگیری‌در‌پیشرفت‌روند‌ب
،‌می‌باشد.‌در‌این‌نمرم‌افمزار‌nacs tegraTمتعددی‌به‌کارگرفته‌می‌شوند‌که‌یکی‌از‌این‌نرم‌افزارها،‌
به‌ژن‌نیمز‌مشمخص‌‌ANRimموردنظر،‌ا تمال‌اتصال‌‌ANRimعلاوه‌بر‌تعیین‌کردن‌ژن‌های‌هدف‌
                                           
1
 nietorp cidica yrallirbif lailG 
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ال‌می‌توان‌به‌را تی‌ژن‌موردنظر‌را‌انتخاب‌کرد.‌البته‌این‌نرم‌افزار‌این‌می‌شود‌و‌براساس‌این‌ا تم
همایی‌کمه‌ژن‌را‌همدف‌قمرار‌‌ANRimامکان‌را‌نیز‌برای‌کاربر‌ایجاد‌می‌کند‌که‌با‌درنظر‌داشتن‌ژن،‌
کننمد‌کمه‌ایمن‌‌نتایج‌این‌مطالعا ‌پیشمنهاد‌ممی‌).‌ude.tim.seneg ,5002 ,03 nuJدهند،‌شناسایی‌کند‌(‌می
‌نمه‌تواننمد‌کاربردهمای‌بیشمتری‌در‌زمی‌‌های‌زیستی‌نیز‌به‌عنوان‌اهداف‌درمانی‌جدیدی‌ممی‌‌لمولکو
بمه‌عنموان‌مثمال‌ژن‌همای‌همدف‌‌.)5102 .la te gneD ,gneD(‌داشته‌باشمند‌ SM‌بیماری‌درمان‌و‌کنترل
بررسمی‌‌nacs tegraTمطالعه‌شده‌در‌این‌پروژه‌می‌باشد،‌در‌نرم‌افزار‌‌ANRکه‌میکرو‌481-ANRim
‌شده‌اند‌و‌در‌جدول‌زیر‌آورده‌شده‌است.
‌
‌TCPو‌سایت‌های‌اتصالی‌به‌این‌ژن‌ها‌را‌نشان‌می‌دهد.‌در‌این‌نرم‌افزار‌هرقدر‌میزان‌‌481-Rimژن‌های‌هدف‌‌-2-1جدول
‌مثبت‌تر‌باشد،‌ا تمال‌اتصال‌به‌ژن‌را‌بهتر‌و‌بیشتر‌می‌کند.
 نام ژن سایت حفاظت شده TCP
‌βFGDP‌مری8سایت‌ فاظت‌شده‌1‌74.0
 1ekil-2lcB‌مری8سایت‌ فاظت‌شده‌1‌64.0
‌1-xoS‌مری8سایت‌ فاظت‌شده‌1‌74.0
‌1-OGNIL‌مری7سایت‌ فاظت‌شده‌1‌82.0
‌
‌
‌ر‌مر له‌تبدیل‌پیش‌ساز‌گلیالی‌به‌پیش‌ساز‌الیگودندروسیتیها‌د‌ANRimپروفایلینگ‌‌8-1 شکل
‌
 32
 
های‌مختلف‌در‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسمیتی‌در‌‌ANRشکل‌بالا‌نشان‌دهنده‌میزان‌بیان‌میکرو
شود‌‌مر له‌تبدیل‌پیش‌ساز‌گلیالی‌به‌پیش‌ساز‌الیگودندروسیتی‌می‌باشد‌و‌همانطور‌که‌مشاهده‌می
‌های‌مؤثر‌می‌باشد.‌ANRنیز‌یکی‌از‌این‌میکرو‌481-Rim
به‌آن‌اشاره‌شد،‌ژن‌‌7-1طبق‌مطالعا ‌انجام‌شده‌در‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌که‌در‌بخش‌
می‌باشمد‌‌1-OGNILدر‌روند‌این‌تمایز‌نقش‌مهمی‌را‌ایفا‌میکنند.‌از‌جمله‌این‌ژن‌ها،‌‌های‌مختلفی
گر‌ژن‌همای‌ایمن‌مسمیر‌ممی‌که‌سبب‌مهار‌تمایز‌به‌سمت‌سلول‌های‌الیگودندروسیت‌می‌شود.‌از‌دی
اشاره‌کرد‌که‌طبق‌مطالعا ‌انجام‌شده‌سبب‌تمایز‌به‌سمت‌سلول‌همای‌نمورونی‌ممی‌‌1-xoSتوان‌به‌
از‌جمله‌ژن‌های‌اصلی‌بمرای‌‌1L2lcBشود.‌هم‌چنین‌در‌مطالعا ‌دیگری‌مشخص‌شده‌است‌که‌ژن‌
 gnahZ ;5002 ,.la te iM ;5102 ,thgirnE-zednanreF dna swerdnA(تمایز‌به‌سمت‌آستروسیت‌ها‌می‌باشند‌
.‌علاوه‌بر‌این‌در‌تحقیقا ‌نشان‌داده‌اند‌که‌اگر‌مسیرهای‌تممایزی‌)0102 .la te uiL ,nezteL(‌5102 ,.la te
پیش‌ساز‌عصبی‌به‌سمت‌سملول‌همای‌الیگودندروسمیت‌نورونی‌و‌آستروسیتی‌مهار‌شوند،‌سلول‌های‌
‌تمایز‌می‌یابند.
پیشنهادی‌برای‌پمیش‌بمرد‌مسمیر‌‌ANRبه‌عنوان‌میکرو‌481-Rimدر‌تحقیق‌لتزن‌و‌همکارانش،‌
در‌این‌مطالعه‌تلاش‌بر‌ایمن‌اسمت‌کمه‌تمأثیر‌تمایزی‌به‌سمت‌الیگودندروسیت‌ها‌معرفی‌شده‌است.‌
 larueN(لول‌همای‌بنیمادی‌پمیش‌سماز‌سملول‌همای‌عصمبی‌بر‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌س‌481-Rim
‌مورد‌بحث‌قرار‌گیرد.‌)]sCSPN[sllec mets rotinegorp
در‌این‌پروژه‌پیش‌از‌شروس‌آزمایش‌هما،‌هممانطور‌کمه‌ذکمر‌شمد‌مطالعما ‌بیوانفورمماتیکی‌روی‌
 ,1-OGNILموردنظر‌برای‌شناسایی‌ژن‌های‌هدف‌انجام‌شد.‌این‌مطالعه‌نشان‌داد‌کمه‌ ANRمیکرو
محسوب‌می‌شوند.‌هدف‌ما‌در‌این‌پروژه‌‌ANRاز‌جمله‌هدف‌های‌اصلی‌این‌میکرو‌1L2lcB ,1-xoS
در‌ 481-Rimنقمش‌‌‌تعیمین‌،  CSPNروی‌تمایز‌اولیگودندروسیتی‌سملول‌همای‌‌481-Rimبررسی‌اثر‌
بررسمی‌نقمش‌‌و‌هاا CPOبمه‌سممت‌‌زیدر‌تمما‌‌لیم‌دخ‌یمولکمول‌‌یرهایمس‌،‌تعیین CPOیها‌سلول‌زیتما
 می‌باشد.‌SMها‌‌به‌منظور‌سلول‌درمانی‌بیماری‌‌ CSPN در‌تمایز‌اولیگودندروسیتی‌481-Rim
در‌این‌مطالعه‌سلول‌های‌مورد‌نظر‌به‌همراه‌محیط‌کشت‌مناسب‌تکثیر‌و‌تمایز‌پیدا‌کردند.‌برای‌
،‌وسمترن‌RCP-TRQانجام‌این‌مطالعه‌از‌روش‌های‌آنالیز‌مختلفمی‌اسمتفاده‌شمده‌اسمت‌از‌جملمه‌:‌
‌).oviv niو‌مطالعه‌در‌موجود‌زنده‌(‌)CCI(یمونوسیتوشیمی‌بلاتینگ،‌ا
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 SM در‌بیماران‌مبتلا‌بممه‌ ANRim تما‌کنمون‌چندیمن‌مطالعمه‌بما‌همدف‌تعییمن‌پروفایمل‌بیمان
ممورد‌ارزیمابی‌‌در‌سیسمتم‌ایمنمی ANRim انجمام‌شمده‌اسمت.‌در‌اکثر‌ایمن‌مطالعا ‌پروفایمل‌بیان
ران‌اك‌همای‌فعمال‌و‌غیمر‌فعممال‌بیمم‌قرار‌گرفته‌اسمت‌و‌تنها‌در‌یمک‌مطالعمه‌پروفایمل‌بیمان‌در‌پلا
 وه‌در‌برخی‌مطالعا ‌مقایسمه‌بین‌فماز‌عمود‌و‌بهبمودی‌در‌بیمارانسمنجیده‌شمده‌اسمت.‌به‌علا ‌SM
‌ت.نیمز‌صمور ‌گرفتمه‌اسم SM-RR
ك‌هممای‌مغممزی‌فعممال‌و‌در‌پملا‌ ANRim پروفایممل‌بیانممی‌مطالعمه‌صمور ‌گرفتممه‌بممر‌روی‌
هما،‌در‌مقایسممه‌بما‌ ANRim ،‌تفماو ‌هایمی‌در‌الگموی‌بیمان‌برخمی‌ازSM یمان‌بمهغیرفعمال‌مبتلا
  ‌مختلمف‌الگموی‌بیممان‌بمه‌علاوه‌در‌مطالعما‌.)9002 .la te zlohbmurK ,reknuJ(‌نشمان‌داد‌مافراد‌سمال
نیمز‌تعییمن‌شمده‌و‌پروفایمل‌بیانمی‌متفاوتمی‌در‌مقایسممه‌ SM در‌خمون‌بیماران‌مبتلا‌بمه ANRim
 ,iugeatO ,9002 .la te regnidieL ,relleK ,9002 .la te uiL ,uD(گمزارش‌شممده‌اسممت‌‌مبمما‌افممراد‌سممال‌
 .la te nnamffoH ,grebdniL ,0102 .la te nicarreF ,sitnaS eD ,0102 .la te snriaC ,xoC ,9002 .la te iniznaraB
 ANRim نتایمج‌ اصمل‌از‌ایمن‌مطالعما ،‌تناقمض‌هایممی‌در‌الگمموی‌بیانممی‌‌البتمه‌مقایسمه .)0102
خون‌تام‌(‌یمه‌مورد‌آزمایمشاول‌یلمی‌از‌قبیمل‌ممادهنشمان‌ممی‌دهمد‌کمه‌بمه‌نظمر‌ممی‌رسمد‌بمه‌دلا
و‌یمما‌‌)کمممی‌و‌یمما‌میکروآرایممه‌هما‌ RCP ) ،‌متممد‌انممدازه‌گیممری‌)یما‌لوکوسممیت‌همما‌و‌غیممره‌
 ‌در‌همای‌درمانمی‌صمور ‌گرفتمه‌بر‌روی‌بیماران،‌باشمد.‌با‌وجمود‌تناقمض‌هما‌و‌مشممکلا‌‌کملوپروت
ن‌نتایممج‌مطالعمما ‌مختلممف،‌قابمل‌،‌همپوشمانی‌بیمSM در‌بیماران ANRim تعییمن‌الگموی‌بیانمی
هما‌در‌چندین‌مطالعمه،‌تغییمر‌بیان‌ ANRim مشماهده‌می‌شمود‌برخمیکه‌،‌توجه‌اسمت‌بمه‌طموری‌
‌یکسمانی‌را‌نشمان‌داده‌اند.‌
 توسممط‌‌9002در‌سممال‌ SM در‌بیمماران‌ ANRim نخسمتین‌مطالعمه‌بمر‌روی‌پروفایمل‌بیممان‌
صمور ‌گرفمت.‌ایمن‌مطالعمه‌نشممان‌ SM ای‌فعال‌و‌غیمر‌فعمالو‌هممکاران‌بمر‌روی‌پلاك‌ه reknuj
یممی‌دارد.‌بالا‌،‌تنظمیم‌افزایشممی‌مران‌نسمبت‌بمه‌افراد‌سمالادر‌پلاك‌همای‌فعمال‌بیم 623-Rim داد
در‌پملاك‌هممای‌ p3-a03-Rim و 926-Rim، 794-Rimهمچنیمن‌در‌ایمن‌مطالعمه‌مشمخص‌شممد‌،‌
 te zlohbmurK ,reknuJ(،‌تنظیمم‌افزایشمی‌می‌یابنمدSM مای‌فعمالدر‌پلاك‌ه a34-Rim غیمر‌فعمال‌و
‌.‌)9002 .la
در‌ ANRim و‌هممکاران‌صور ‌گرفت،‌تغییممرا ‌بیانممی‌ grebdniL دیگرکمه‌توسمط‌در‌مطالعمه
در‌مقایسمه‌بما‌ SM رابیم‌32گرفته‌شمده‌از‌خون‌ B های‌سملول‌و‌نیمز)+4DC +8DC( های‌سملول
ایممن‌مطالعمه‌نشممان‌داد،‌‌.)0102 .la te nnamffoH ,grebdniL(مورد‌بررسمی‌قممرار‌گرفممت‌‌مافراد‌سمال
،‌تنظیمم‌افزایشمی‌ممی‌یابممد‌در‌ الممی‌B های‌نیمز‌سملول‌و‌)+4DC(T‌های‌در‌سملول 794 -Rim
 همای‌‌تنظیمم‌کاهشممی‌نشممان‌مممی‌دهممد.‌بممه‌عملاوه‌در‌سمملول‌)+8DC(T ‌های‌کمه‌در‌سملول
تنظیمم‌کاهشممی‌نشممان‌دادنممد.‌نهایتمماً‌در‌ a43-Rim تنظیمم‌افزایشمی‌و a391-Rim،‌ )+4DC(T
تنظیممم‌کاهشممی‌یافتنممد.‌‌‌p3-a03-Rim و‌تنظیممم‌افزایشممی‌  926-Rim،‌)+8DC(T های‌سملول
نیمز‌الگموی‌بیانی‌متفاوتی‌نسمبت‌به‌افمراد‌ SM همای‌كهما‌در‌پلا ANRim جالمب‌اسمت‌کمه‌ایمن
‌.مدنشمان‌داده‌بودن‌مسمال
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 52DC+4DC( تنظیممی‌ T همای‌‌و‌هممکاران‌بمر‌روی‌سمملول‌ sitnas eD دیگمر‌توسمط‌مطالعمه
 صور ‌گرفت‌و‌الگموی‌بیانی‌-مل‌سمالرکنت‌ونمهمن 41و‌ SM رابیم‌21گرفته‌شده‌از‌ - )ger T hgih
 nicarreF ,sitnaS eD(‌بما‌اسمتفاده‌از‌آنالیمز‌میکروآرایمه‌هما،‌مورد‌بررسمی‌قرار‌گرفممت‌ 327 ANRim
،‌مدر‌مقایسممه‌بمما‌افممراد‌سممال‌ SM بیمماران‌ ger T در‌سملول‌همای 32 ANRim بیمان .)0102 .la te
هما‌تنظیمم‌افزایشمی‌و‌تعداد‌کمی‌ ANRimبمود.‌در‌اکثر‌مموارد‌ایمن‌برابمر‌تغییمر‌یافتمه‌‌5.1 مدوداً
،‌SMران‌ابیم ger T های‌در‌سملول 322-Rim نیز‌تنظیم‌کاهشمی‌پیدا‌کرده‌بودند.‌مطالعه‌نشمان‌داد
کممه‌پیممش‌از‌(‌ 22-Rim،a51Rimوه‌دراین‌مطالعه‌مشمخص‌شممد‌تنظیم‌افزایشمی‌می‌یابد.‌به‌علا
 a841-Rim و‌نیممز‌‌)تنظیم‌افزایشمی‌می‌یابند SM ود‌در‌پلاك‌همای‌فعالایمن‌مشمخص‌شمده‌بم
،‌SM بیمماران‌ ger T همای‌ در‌سمملول‌)‌تنظمیم‌افزایشممی‌یافتنمد‌SM که‌در‌پلاك‌همای‌غیر‌فعمال‌(
‌ .تنظیمم‌افزایشمی‌می‌یابند
و‌فمماز‌)espaler( ها‌در‌فماز‌عممود‌ ANRim دیگمر‌نشمان‌دادنمد‌الگموی‌بیانمی‌نهایتماً‌دو‌مطالعمه
 ,iugeatO ,9002 .la te uiL ,uD(،‌متفاو ‌اسمتSM-RR بیماری،‌در‌افراد‌مبتلا‌بمه  )noissimer(بهبودی
‌‌.)9002 .la te iniznaraB
ه‌ها‌در‌سرم‌و‌پلاسما،‌آن‌ها‌را‌به‌بیومارکرهای‌مهمی‌در‌مطالعا ‌تبدیل‌کرد‌ANRimبیان‌ثابت‌
 ,6281-Rim ,275-Rim ,416-Rimاست.‌در‌مطالعه‌ای‌که‌اخیراً‌انجام‌شده‌است،‌نشمان‌دادنمد‌کمه‌
کماهش‌‌9791-Rimبه‌میزان‌مشخصی‌افزایش‌بیمان‌داشمته‌انمد‌و‌‌22-Rim ,a224-Rim ,846-Rim
‌.‌)2102 .la te eiznekcaM ,legeiS(بیان‌شدیدی‌در‌بیماری‌ام‌اس‌از‌خود‌نشان‌می‌دهد‌
به‌عنوان‌عامل‌کلیدی‌مهم‌در‌بروز‌بیماری‌های‌‌71hTدر‌مطالعا ‌نشان‌داده‌شده‌که‌سلول‌های‌
تنظیم‌تمایز‌این‌سلول‌هما‌بمرای‌تشمخیص‌و‌درممان‌ایمن‌خودایمنی‌مزمن‌از‌جمله‌ام‌اس‌می‌باشد.‌
که‌کاهش‌بیان‌شمدیدی‌در‌ a03-Rimبیماری‌ها‌ضروری‌می‌باشد.‌در‌این‌مطالعه‌نشان‌داده‌شد‌که‌
های‌‌و‌بروز‌بیماری‌های‌دمیلینه‌کننده‌از‌خود‌نشان‌می‌دهد،‌در‌سلول‌71hTل‌تمایز‌سلول‌های‌طو
شده‌و‌نیز‌در‌سلول‌های‌‌71hTبا‌افزایش‌بیان‌مانع‌از‌تمایز‌این‌سلول‌ها‌به‌سمت‌سلول‌های‌‌Tبکر‌
‌12رسپتور‌اینترلوکین‌‌a03-Rimبیان‌چندانی‌ندارند.‌از‌طرفی‌مشخص‌شد‌که‌هدف‌اصلی‌‌71hT
سمبب‌تممایز‌بمه‌سممت‌‌a03-Rim)‌می‌باشد‌که‌افزایش‌بیان‌این‌اینترلموکین‌بما‌مهمار‌R12-LI(
-LIبما‌همدف‌قمرار‌دادن‌‌a03-Rimمی‌شود.‌بنابراین‌می‌توان‌نتیجه‌گرفت‌که‌‌71hTهای‌‌‌سلول
 .)6102 .la te uohZ ,uQ(و‌بیماری‌زایی‌ام‌اس‌می‌شود‌‌71hTسبب‌مهار‌تمایز‌سلول‌های‌‌R12
به‌صور ‌متفاوتی‌به‌درمان‌با‌‌p3-c92-Rim , p3-a92-Rimدر‌مطالعه‌دیگری‌نشان‌داده‌شد‌که‌
به‌طور‌مشخصمی‌در‌نمونمه‌همایی‌کمه‌در‌‌p5-235-Rim ,p3-c92-Rimپاسخ‌می‌دهند.‌بیان‌‌β-NFI
فاو ‌است‌و‌این‌خمود‌نشمان‌دهنمده‌مر له‌پیش‌از‌درمان‌هستند‌با‌نمونه‌های‌درمان‌شده‌کاملاً‌مت
‌ .)3102 .la te nasaralimahT ,rekceH(تأثیر‌درمان‌در‌این‌روش‌می‌باشد‌
همای‌‌انجام‌شده‌است،‌افزایش‌بیان‌آنزیم SM به‌ای‌که‌به‌تازگی‌بر‌روی‌بیماران‌مبتلا‌مطالعه‌در
انمد،‌کمه‌‌را‌گزارش‌نموده 8RCGD و reciD،‌ ahsorDها‌شامل‌ ANR دخیل‌در‌تولید‌زیستی‌میکرو
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 ,irafaJ(باشمد‌‌ممی‌ SM زایمی‌بیمماری‌‌هما‌در‌بیمماری‌ ANR این‌گزارش‌هم‌تأییدی‌بر‌نقش‌میکمرو‌
‌‌.)5102 .la te ihgahgahS
ه‌ای‌استفاده‌می‌کنند.‌بمرای‌مثمال‌مماکی‌و‌در‌برخی‌از‌مطالعا ‌برای‌انجام‌تمایز‌از‌داروهای‌ویژ
)‌به‌عنوان‌یک‌فاکتور‌تقویت‌کننده‌تمایز‌اسمتفاده‌کردنمد.‌در‌MAهمکاارانش‌از‌داروی‌آدرنومدولین(
تحت‌شرایط‌هیپواکسی،‌با‌تیممار‌کلسمیم‌کلریمد،‌مهمار‌شمد؛‌در‌‌CPOاین‌تحقیق،‌تمایز‌سلول‌های‌
تقویت‌می‌کند.‌بنابراین‌از‌این‌دارو‌ممی‌تموان‌بمه‌‌این‌تمایز‌را‌MA الی‌که‌در‌همین‌شرایط‌داروی‌
در‌کنار‌ایمن‌‌.)5102 .la te ihsahakaT ,ikaM(عنوان‌داروی‌تقویتی‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌نام‌برد‌
ها‌برای‌پیش‌برد‌و‌تحریمک‌ANRقبیل‌داروهای‌ا یاشده،‌می‌توان‌به‌فاکتورهای‌دیگری‌نظیر‌میکرو
ها‌در‌بیماری‌زایی‌ام‌اس،‌نقش‌آن‌ها‌در‌بهبود‌ایمن‌ANRimعلاوه‌بر‌نقش‌مسیر‌تمایزی‌اشاره‌کرد.‌
‌بیماری‌نیز‌به‌اثبا ‌رسیده‌است.
سیر‌تممایزی‌و‌تعیمین‌سرنوشمت‌یمک‌سملول‌عممل‌ها‌به‌عنوان‌تنظیم‌کننده‌های‌مANRمیکرو
-lailehtipeorueNکنند.‌در‌تحقیقا ‌متعددی‌نحوه‌تأثیر‌این‌تنظیم‌کننده‌ها‌روی‌سملول‌همای‌‌می
در‌تمایز‌‌a181-Rimو‌‌351-Rimبررسی‌شده‌است.‌محققین‌نشان‌دادند‌که‌‌)SEN(sllec mets ekil
ابراین‌ممی‌تموان‌نتیجمه‌گرفمت‌کمه‌ایمن‌نورونی‌این‌سلول‌هما‌نقمش‌مهممی‌را‌ایفما‌ممی‌کننمد.‌بنم‌
ها‌به‌همان‌اندازه‌که‌در‌بروز‌بیماری‌نقش‌دارند‌می‌توانند‌در‌درمان‌و‌بهبود‌بیماری‌نیمز‌ANRمیکرو
همای‌ممؤثر‌در‌رونمد‌ANRنقش‌داشته‌باشند.‌علاوه‌بر‌آن‌این‌فرضیه‌نیز‌به‌وجود‌می‌آید‌که‌میکمرو‌
‌.)3102 .la te esehgroB ,treppatS(‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌مورد‌بررسی‌قرار‌گیرند
در‌رده‌همای‌سملولی‌الیگودندروسمیت‌موشممی‌ reciD ف‌آنزیممذمطالعما ‌نشمان‌ممی‌دهنمد‌ م
 وی‌ممی‌شممود؛‌ایمن‌مطالعمما ‌نشممان‌مممی‌دهنممد‌مم‌موجمب‌اختلال‌اساسمی‌در‌میلین‌سمازی‌ن
 te ralleuC ,saguD ,9002 .la te nihS ,nihS(‌موی‌نقمش‌اساسمی‌دارنمدممیلیمن‌ن‌هما‌در‌سماخت‌ANRim
بممه‌ 833-Rim و 912-Rim به‌علاوه‌در‌این‌مطالعا ‌نشمان‌داده‌شمد‌.)0102 .la te eH ,oahZ ,0102 .la
 ANRim مد‌بمه‌گونممه‌ای‌کممه‌ ممذف‌ایممن‌دو‌طمور‌مثبتمی‌در‌فرآینمد‌میلین‌سمازی‌نقمش‌دارن
 موجمب‌مهار‌میلیمن‌سمازی‌ممی‌شمود.‌از‌طمرف‌دیگمر‌این‌مطالعما ‌نشمان‌دادند‌ ممذف‌ایممن‌دو‌
کمممه‌‌)sCPO(‌سممماز‌الیگودندروسمممیت‌هممای‌پممیش‌موجمممب‌افزایمممش‌تعمممداد‌سممملول‌ ANRim
عمه‌نشمان‌دادنمد‌کمه‌تمأثیر‌ایمن‌در‌ایمن‌مطال‌را‌بیمان‌می‌کننمد،‌ممی‌شممود.‌‌ FGDP‌همای‌گیرنمده
ها‌نسبت‌به‌فاکتورهای‌تمایزی‌اضافه‌شده‌به‌محیط،‌بیشتر‌می‌باشد.‌این‌مطالعه‌نشمان‌‌ANRمیکرو
داد‌که‌مد ‌زمان‌مسیر‌تمایزی‌و‌میزان‌تمایز‌به‌سمت‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌با‌ترانسداکت‌این‌
‌).0102 ,.la te oahZسلول‌ها‌بهبود‌بیشتری‌می‌یابد‌(
بممه‌‌ا تممالاً‌ 833-Rim و 912-Rim مطالعمه‌ای‌کمه‌اخیمراً‌صمور ‌گرفمت‌پیشمنهاد‌ممی‌کنممد‌
همای‌‌تکثیمر‌سمملول‌‌نعممل‌ممی‌کننمد‌که‌موجب‌بمه‌تعویممق‌انمداخت‌ ‌)sekarB(ییعنوان‌ترممز‌ها
 ,0102 evaN(‌ب‌بمه‌راه‌افتمادن‌میلین‌سمازی‌ممی‌شموندپیش‌سماز‌الیگودندروسمیت‌و‌بمه‌ایمن‌ترتیم
‌‌.)0102 .la te eH ,oahZ
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لیگودندروسممیت‌همما‌افزایممش‌ایممز‌مادر‌طمول‌ت reciD شمواهد‌نشمان‌ممی‌دهنمد،‌بیمان‌آنزیمم
‌‌.)8002 .la te yremE ,yohaC(‌ممی‌یابمد
ها‌‌تخریب‌میلین‌سبب‌عملکرد‌نادرست‌آکسون‌SMتحقیقا ‌دیگری‌نشان‌داده‌اند‌که‌در‌بیماری‌
بمه‌‌CPOو‌نهایتاً‌از‌بین‌رفتن‌آکسون‌می‌شود.‌در‌مرا ل‌اولیمه‌ایمن‌بیمماری‌تممایز‌از‌سملول‌همای‌
و‌ترمیم‌نیمز‌بمه‌درسمتی‌انجمام‌‌الیگودندروسیت‌ها‌صور ‌می‌گیرد‌ولی‌با‌گذشت‌زمان‌مرا ل‌تمایز
ها‌به‌CPOنمی‌شوند.‌از‌این‌رو،‌امروزه‌برای‌درمان‌بیماری‌ام‌اس،‌تحقیقا ‌به‌پیش‌برد‌روند‌تمایزی‌
سمت‌الیگودندروسیت‌ها‌روی‌آورده‌اند.‌در‌یکی‌از‌تحقیقا ‌انجمام‌شمده،‌پژوهشمگران‌تمأثیر‌مسمیر‌
ک‌مهارکننده‌انتخابی‌این‌مسیر‌را‌در‌روند‌و‌استفاده‌از‌ی ohR-ohR/A-)KCOR( esanik detaicossa
به‌سلول‌های‌الیگودندروسیت‌مورد‌ارزیمابی‌قمرار‌دادنمد.‌مهمار‌ایمن‌مسمیر‌‌CPOتمایز‌از‌سلول‌های‌
و‌نیز‌تولید‌‌CPOسیگنالینگ‌به‌عنوان‌یک‌القاکننده‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی،‌تمایز‌سلول‌های‌
‌.)T ,azardeP4102 .la te rolya(سریع‌تر‌میلین‌می‌باشد‌
،‌پروفایلینگ‌آن‌ها‌در‌روند‌تممایز‌SMها‌در‌بیماری‌زایی‌‌ANRدر‌کنار‌بررسی‌پروفایلینگ‌میکرو
سلولی‌نیز‌ارزیابی‌شد.‌در‌این‌بررسی‌ها‌نشان‌داده‌شد‌که‌همانند‌بروز‌بیماری،‌در‌تمایز‌سلول‌همای‌
د‌کممک‌بزرگمی‌در‌پمیش‌رفمت‌رونمد‌عصبی‌نیز‌پروفایلینگ‌متفاوتی‌وجود‌دارد‌و‌این‌دانش‌می‌توان
‌763-Rimتمایزی‌سلولی‌در‌سلول‌درمانی‌به‌ما‌کند.‌برای‌مثال‌در‌این‌مطالعا ‌نشان‌داده‌شمد‌کمه‌
بمه‌میمزان‌بمالایی‌بیمان‌ممی‌شمود،‌در‌ مالی‌کمه‌در‌مر لمه‌‌CPOدر‌مرا ل‌سلولی‌میانی‌و‌نهمایی‌
‌بیان‌پایینی‌دارد.‌ANRالیگودندروسیتی‌این‌میکرو
در‌آخمرین‌مر لمه‌تممایزی‌‌b181-Rimو‌‌a181-Rimمطالعا ‌مشخص‌کردند‌که‌هم‌چنین‌این‌
بیان‌پایینی‌در‌مر له‌میمانی‌و‌‌763-Rimیعنی‌مر له‌الیگودندروسیتی‌بیان‌بالایی‌دارند‌و‌بر‌خلاف‌
‌دارند.‌CPOنهایی‌
برابری‌را‌در‌مر له‌پیش‌ساز‌سملول‌همای‌‌8.6افزایش‌‌481-Rimبرای‌‌RCP-TRمیانگین‌آنالیز‌
)‌و‌مر له‌اولیه‌سلول‌های‌پیش‌ساز‌الیگودندروسیتی‌را‌نشمان‌داد‌().‌ایمن‌rotinegorp lailGیال‌(گل
‌در‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌می‌باشد.‌‌ANRبررسی‌ها‌نشان‌دهنده‌نقش‌مهم‌این‌میکرو
در‌مطالعه‌لتزن‌و‌همکارانش‌که‌به‌منظور‌تمایز‌از‌سملول‌همای‌بنیمادی‌جنینمی‌بمه‌سملول‌همای‌
یتی‌بود،‌مرا ل‌مختلف‌این‌مسیر‌تمایزی‌نشان‌داده‌شد.‌در‌یکی‌از‌این‌مرا مل‌پمس‌از‌الیگودندروس
تولید‌سلول‌های‌پیش‌ساز‌عصبی،‌سلول‌های‌پیش‌ساز‌گلیمالی‌تولیمد‌ممی‌شموند‌کمه‌میمزان‌بیمان‌
در‌آن‌ها‌افزایش‌می‌یابد.‌قابل‌ذکر‌است‌که‌ایمن‌سملول‌‌1gilOو‌αRFGDP،‌2GNفاکتورهایی‌نظیر‌
دوقطبی‌هستند‌و‌بسته‌به‌اینکه‌چه‌فاکتور‌رشدی‌به‌محیط‌آن‌ها‌افزوده‌شود،‌قابلیت‌ها،‌سلول‌های‌
‌.‌)0102 .la te uiL ,nezteL(‌تبدیل‌و‌تمایز‌به‌سلول‌های‌مختلف‌را‌دارند
‌5002برای‌اولین‌بمار‌در‌سمال‌‌CSEبه‌طور‌کل،‌تمایز‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌از‌سلول‌های‌
و‌از‌آن‌به‌بعد‌مقاله‌های‌زیادی‌روی‌نحوه‌این‌تمایز‌کار‌شد.‌‌)5002 .la te rotsiNتوسط‌نیستور‌انجام‌شد(
کمه‌بمه‌‌)CSPi(slleC metS tnetopiruelP decudniبا‌این‌وجود‌بررسی‌روند‌تممایز‌از‌سملول‌همای‌
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عنوان‌یک‌منبع‌سلولی‌ا تمالی‌برای‌الیگودندروسیت‌ها‌محسوب‌می‌شوند،‌به‌تازگی‌در‌ ال‌انجمام‌
‌).3102 .la te gnaW ;1102 .la te ayoP ;0102 .la te ijusT ;1102 .la te leipezCاست‌(
اختیمار‌اخیرًا‌کمپمانی‌همای‌بیوتکنولموژی‌سملول‌همای‌الیگودندروسمیتی‌بما‌منبمع‌انسمانی‌را‌در‌
پژوهشگران‌می‌گذارند‌تا‌تحقیقا ‌بیشتری‌روی‌مسیرهای‌تمایزی‌و‌فازهای‌کلینیکی‌و‌غیمره‌انجمام‌
شود.‌به‌همان‌میزانی‌که‌غربالگری‌داروهای‌ا یاکننده‌مهم‌می‌باشد؛‌بایستی‌مؤثر‌بودن‌تمایز‌سملول‌
تولیدی‌سلول‌همای‌‌منبع‌CPOهای‌الیگودندروسیتی‌نیز‌ارزیابی‌شود.‌به‌عنوان‌مثال‌اگر‌سلول‌های‌
الیگودندروسیتی‌معرفی‌شده‌اند‌باید‌تمامی‌مرا ل‌تمایز،‌نحوه‌نگهداری‌و‌نیز‌منشأ‌سملول‌هما‌طبمق‌
 yrotcafunam doog،‌)ADF( noitartsinimdA gurD dna dooF SUقواعد‌و‌قوانین‌ذکمر‌شمده‌در‌
‌گیرند.‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌  )AME( ycnega senicidem naeporuEو‌ )PMG( ecitcarp
ها‌در‌بهبود‌بیماری‌ام‌اس،‌مارگارتا‌و‌همکارانش‌نشان‌دادند‌ANRimدر‌مطالعه‌دیگری‌روی‌تأثیر‌
ها‌با‌اتصال‌به‌هدف‌های‌خود‌سبب‌بهبود‌بیماری‌می‌شوند.‌در‌این‌مطالعه‌با‌بررسی‌ANRکه‌میکرو
ژن‌های‌بیان‌‌ها‌بهANRimمشخص‌کردند‌که‌‌nacs tegraTهای‌انجام‌شده‌توسط‌برنامه‌نرم‌افزاری‌
ها‌متصل‌می‌شوند‌و‌بنابراین‌سمبب‌جلموگیری‌از‌پیشمرفت‌رونمد‌بیمماری‌ممی‌شموند‌llec-Tکننده‌
‌.)3102 .la te mörtsemlaM ,sånreJ(
تمایز‌می‌یابند‌و‌این‌سلول‌همای‌‌CSEاز‌سلول‌های‌ CPNدر‌مطالعا ‌سلول‌درمانی،‌سلول‌های‌
تمایز‌یافته‌به‌داخل‌مغز‌منتقل‌می‌شوند.‌در‌مغز‌با‌توجه‌به‌شرایط‌محیطی‌موجود‌این‌سلول‌ها‌می‌
تمایز‌توانند‌به‌سه‌دسته‌اصلی‌سلول‌های‌عصبی‌یعنی‌نورون‌ها،‌آستروسیت‌ها‌و‌الیگودندروسیت‌ها‌
یابند.‌بنابراین‌با‌تغییر‌شرایط‌محیطی‌سیسمتم‌عصمبی‌مرکمزی‌از‌جملمه‌کماهش‌ویما‌افمزایش‌بیمان‌
های‌خاص‌و‌یا‌فاکتورهای‌رشد‌می‌توان‌مسیر‌تمایزی‌سلول‌هما‌را‌بمه‌سممت‌مموردنظر‌ANRمیکرو
‌ .)8002 ecitS dna arahD ,1002 .la te noskystI ,ffonibueR(سوق‌داد‌و‌سبب‌بهبود‌بیماری‌شد‌
مشخص‌کرده‌است‌که‌تعداد‌سلول‌همای‌الیگودندروسمیتی‌بمه‌عواممل‌‌0102مطالعه‌ای‌در‌سال‌
ها‌در‌این‌ANRها‌می‌باشند.‌پروفایلینگ‌میکروANRمختلفی‌بستگی‌دارد.‌یکی‌از‌این‌عوامل‌میکرو
شوند.‌‌در‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌به‌میزان‌بالایی‌بیان‌می‌29-71-Rimتحقیق،‌نشان‌داد‌که‌گروه‌
ی‌سبب‌کاهش‌تعداد‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌شد‌و‌در‌ الت‌محیط‌ ذف‌این‌گروه‌در‌مدل‌موش
بمرای‌تممایز‌الیگودندروسمیتی‌بمه‌بیمان‌ایمن‌گمروه‌‌CPOکشت‌نیز‌نشان‌داده‌شد‌کمه‌سملول‌همای‌
در‌تمایز‌سلول‌ها‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفمت‌‌ANRیی‌نیازمندند.‌چگونگی‌تأثیر‌این‌میکروANRمیکرو
غیمر‌‌CPOرا‌در‌سملول‌همای‌netP‌ ،tkAی‌مسیر‌سیگنالینگ‌فعالساز‌با‌b91-Rimو‌مشخص‌شد‌که‌
 .‌‌)0102 .la te ttimhcS ,edduB(فعال‌کرده‌و‌در‌نهایت‌سبب‌تکثیر‌سلولی‌می‌شود‌
را‌در‌‌ANRبه‌انجمام‌رسمیده‌اسمت،‌بیمان‌بمالای‌ایمن‌میکمرو‌412-Rimیکی‌از‌مطالعاتی‌که‌روی‌
بیانی‌از‌خود‌نشمان‌‌ANRimنشان‌می‌دهد؛‌در‌ الی‌که‌در‌الیگودندروسیت‌ها‌این‌‌CPOهای‌‌سلول
،‌که‌تحریک‌تولید‌میلمین‌pboM1به‌فاکتور‌‌412-Rimدهد.‌این‌مشاهدا ‌پیشنهاد‌می‌کنند‌که‌‌نمی
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به‌عنوان‌فاکتور‌مهاری‌تولید‌میلین‌‌ANRب‌می‌شود،‌اتصال‌پیدا‌می‌کند‌و‌بنابراین‌این‌میکرورا‌سب
‌.)0102 .la te uiL ,nezteL(معرفی‌می‌شود‌
ممی‌باشمد.‌ایمن‌‌p5-a991-Rimاز‌دیگمر‌فاکتورهمای‌مهماری‌مسمیر‌تممایزی‌الیگودندروسمیتی،‌
متصل‌می‌شود‌و‌در‌نتیجه‌سبب‌کاهش‌بیان‌این‌فاکتور‌می‌شمود.‌‌19fro11Cبه‌فاکتور‌‌ANRمیکرو
موشی‌می‌باشد‌که‌برای‌بلوغ‌الیگودندروسیت‌ها‌و‌تولیمد‌میلمین‌ضمروری‌‌FRMهمولو ‌‌9fro11C
‌.)9002 .la te uillagA ,yremE(تیجه‌با‌مهار‌این‌فاکتور،‌تمایز‌نیز‌مهار‌می‌شود‌می‌باشد.‌در‌ن
مورد‌بررسی‌قرار‌گرفته‌اسمت.‌تسمت‌ p5-c792-Rimدر‌مطالعاتی‌که‌اخیراً‌به‌انجام‌رسیده‌است،‌
)،‌زیروا د‌تنظیممی‌2TNCC(2T سیکلین،‌ANRلوسیفراز‌این‌بررسی‌ها‌مشخص‌کرد‌که‌این‌میکرو
را‌که‌خود‌مهارکننده‌مسیر‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌است،‌مورد‌هدف‌قمرار‌‌،bاز‌بخش‌رونویسی‌فاکتور
شده؛‌در‌ الی‌که‌در‌رونمد‌تکثیمری‌آن‌‌ CPOمانع‌از‌تمایز‌سلول‌های‌‌2TNCCی‌دهد.‌هم‌چنین‌م
،‌2TNCCبا‌تأثیر‌بر‌روی‌‌p5-c792-Rimها‌تأثیری‌ندارد.‌بنابراین‌در‌این‌مطالعه،‌دو‌نقش‌هم‌زمان‌
ایز‌به‌و‌هم‌با‌عنوان‌تنظیم‌کننده‌مثبت‌تم‌CPOهم‌به‌عنوان‌تنظیم‌کننده‌مهاری‌تکثیر‌سلول‌های‌
‌.‌)6102 .la te notsknaB ,srepyuK(سمت‌سلول‌های‌الیگودندروسیت‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌گرفت‌
به‌عنوان‌فاکتور‌القایی‌دیگری‌در‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌شناسایی‌شمده‌اسمت.‌‌a32-Rim
که‌سبب‌دمیلینه‌شدن‌سلول‌های‌سیستم‌عصبی‌مرکزی‌می‌‌1Bبا‌اتصال‌به‌لامین‌‌ANRاین‌میکرو
 .‌)3102 .la te gnauH ,niL(شود،‌تمایز‌به‌سمت‌الیگودندروسیت‌ها‌و‌نیز‌سنتز‌میلین‌را‌افزایش‌می‌دهد
در‌‌481-Rimنقمش‌‌‌تعیمین‌،  CSPNروی‌تمایز‌اولیگودندروسیتی‌سملول‌همای‌‌481-Rimبررسی‌اثر‌
از‌اهداف‌ایمن‌پمروژه‌‌هاCPOبه‌سمت‌‌زیدر‌تما‌لیدخ‌یمولکول‌یرهایمس‌و‌تعیین‌ CPOیها‌سلول‌زیتما
‌می‌باشد.
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 مواد مورد استفاده 1-3
 آنزیم ها 1-1-3
 RCP emit-laeRو  RCP-TR ،RCPبرای انجام  -1-1-1-3
‌satnemreFمطالعه‌از‌شرکت‌آلممانی‌‌تمامی‌آنزیم‌های‌مورد‌استفاده‌برای‌این‌آزمایش‌ها‌در‌این
‌خریداری‌و‌مصرف‌شدند.
،‌esatpircsnarT esreveR VLuM-MdicAtreveRآنمزیم‌‌،‌esaremylop AND qaTآنزیم‌
‌X2 xiM retsaM RCPq neerG RBYS amixaM
 ییدتأ و 481-Rim-itna ,1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcB های ژن کردن کلون برای-2-1-1-3
 وکتور در آن ورود
 ItoN آنزیم
 IohX آنزیم
 lµ /U5 ,esagiL AND 4T آنزیم
‌خریداری‌شدند.‌satnemreFتمامی‌این‌آنزیم‌ها‌نیز‌از‌شرکت‌
 محیط های کشت -1-2-3
 یمحیط کشت و ذخیره سازی باکتر -1-1-2-3
 خریداری‌شده‌اند.‌AMGISاز‌شرکت‌ ragAو‌‌htorB BLپودر‌های‌
 اوی‌تریپتون‌و‌عصاره‌مخمر‌است.‌تریپتون‌ ماوی‌اسمید‌آمینمه‌و‌پپتیمدهای‌‌BLمحیط‌کشت‌
کوچک‌است‌و‌همچنین‌عصاره‌مخمر‌تامین‌کننده‌نیازهای‌نیتروژنمی‌هممراه‌بما‌قنمد‌و‌ممواد‌آلمی‌و‌
‌معدنی‌می‌باشد.
 لیمحیط کشت سلو -2-1-2-3
که‌در‌ایمن‌مطالعمه‌اسمتفاده‌شمدند‌‌T392 KEHبرای‌کشت‌سلول‌های‌‌1‌MEMDمحیط‌کشت‌
 به‌کار‌برده‌می‌شود.‌SBFهمراه‌با‌
 آنتی بیوتیک ها -1-3-3
بمرای‌انتخماب،‌تکثیمر‌و‌و‌کانامایسین‌(داروسمازی‌دانما،‌تبریمز،‌ایمران)‌‌آنتی‌بیوتیک‌آمپی‌سیلین
 تخلیص‌پلاسمید‌از‌سلول‌باکتریایی
بمرای‌تهیمه‌محمیط‌‌(داروسازی‌دانا،‌تبریز،‌ایران)‌یوتیک‌های‌پنی‌سیلین‌و‌استرپتومایسینآنتی‌ب
‌کشت‌های‌سلولی
 کیت ها-4-1-3
 dimsalP dleiY-hgiH)aeroK ,ecneicsoiB CBR(کیممت‌تخلممیص‌پلاسمممید‌
‌noitcartxE
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 سلول ها -5-1-3
 سلول های پروکاریوتی -1-1-5-3
یاختمه‌تهیمه‌ باکتری‌ها‌از‌بانک‌مرکز‌تحقیقا ‌فنماوری‌بمن‌(این‌‌iloc .Eاز‌باکتری‌‌α5HDسویه‌
‌شدند.)
 سلول های یوکاریوتی -2-1-5-3
‌یاخته‌تهیه‌شدند.) مرکز‌تحقیقا ‌فناوری‌بن(‌از‌بانک‌سلولی‌ ‌T392 KEH‌سلول‌های‌یوکاریوتی
‌(‌از‌بانک‌سلولی‌رویان‌خریداری‌شدند.) CSPNسلول‌های‌یوکاریوتی‌
 سایر مواد -1-6-3
،‌اسمتا ‌سمدیم،‌اتمانول،‌ATDEای‌فسفاته‌سدیم،‌کلرید‌سدیم،‌کلریمد‌منیمزیم،‌تمریس،‌نمک‌ه
،‌SBF،‌آگارز،‌انمواس‌پودرهمای‌محمیط‌کشمت‌بماکتری،‌اتیمدیوم‌برمایمد،‌PTNdمتانول،‌ایزوپروپانول،‌
‌%‌و‌...06،‌گلیسرول‌SBP،‌بافر‌sulP-XNR
 وسایل یک بار مصرف -1-7-3
)،‌llew69 ، llew 84 ،llew 42 ،‌llew 6کشت‌سملولی‌(‌‌)،‌پلیت57T ,52Tفلاسک‌کشت‌سلولی‌(
)،‌پیپمت‌lm 05،‌lm 51)،‌فمالکون‌(‌lm 5.1،‌lm 5.0،‌lm 2.0سمانتی‌متمری،‌میکروتیموب‌(‌‌01پلیمت‌
ر‌مخصموص‌فیلتراسمیون،‌سم‌‌mm2.0)،‌کاغذ‌صمافی،‌فیلتمر‌lm 5،‌lm 2،‌lm 1پاستور،‌پیپت‌مدرج‌(
‌و‌...‌سمپلر‌(زرد،‌آبی،‌کریستالی)
 ستگاه هاد -1-8-3
 -laeRو‌‌RCP tniop dnEانکوباتور،‌اتوکلاو،‌ترموسمایکلر‌‌بالا‌و‌معمولی)، دستگاه‌سانتریفوژ‌(دور
فلوئورسنت،‌یخچمال،‌ هود‌لامینار،‌میکروسکوپ‌معمولی‌و‌معکوس‌و،‌دستگاه‌بیوفتومتر،‌RCP emiT
یت،‌ترازوی‌ سماس،‌،‌‌ها ‌پلVUدستگاه‌الکتروفورز،‌لامپ‌‌تانک‌از ،درجه،‌‌-07فریزر‌معمولی‌و‌
‌و‌...‌coD-leG،‌دستگاه‌‌سانتی‌گراد‌درجه‌73بن‌ماری‌
 وکتورهای مورد استفاده -1-9-3
 )narI ,retneC hcraeseR ygolonhceT lleC metS( 481-Rim -PFGe-III ITNELp
  )ASU ,sttesuhcassaM ,egdirbmaC ,enegddA( XAPsp
  )ASU ,sttesuhcassaM ,egdirbmaC ,enegddA(G.2DMp
 دستورالعمل های عمومی 2-3
 طرز تهیه ی محلول ها و بافر ها -1-2-3
 )X05 EAT(اسید استیک  -بافر الکتروفورز تریس -1-1-2-3
اسید‌استیک‌می‌باشد‌برای‌تهیه‌این‌‌–بافر‌استفاده‌شده‌برای‌الکتروفورز‌در‌این‌پروژه‌بافر‌تریس‌
میلی‌مولار‌‌0/5‌ATDEمیلی‌لیتر‌‌001د‌استیک‌و‌میلی‌لیتر‌اسی‌75/1گرم‌تریس‌در‌‌242مقدار‌بافر‌
‌رسید.‌8آن‌به‌‌Hp ل‌شد‌و‌
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  2lCaC کلرید محلول کلسیم -2-1-2-3
‌ مل‌‌میلی‌لیتر‌آب‌مقطمر‌‌05گرم‌از‌پودر‌کلسیم‌کلرید‌در‌‌0/ 37برای‌تهیه‌محلول‌کلسیم‌کلرید‌
‌نگهداری‌شد.‌4°C شد‌و‌پس‌از‌اتوکلاو‌در‌دمای
 وتیک های آنتی بی طرز تهیه -2-2-3
 آنتی بیوتیک آمپی سیلین -1-2-2-3
تهیه‌شد.‌غلظت‌نهایی‌این‌آنتی‌بیوتیک‌در‌محیط‌‌001‌lm/gmاستوك‌این‌آنتی‌بیوتیک‌با‌غلظت‌
‌است.‌001‌lm/gμکشت‌
 کانامایسینآنتی بیوتیک  -2-2-3
تهیه‌شد.‌غلظت‌نهایی‌این‌آنتی‌بیوتیک‌در‌محمیط‌‌05‌lm/gmاستوك‌این‌آنتی‌بیوتیک‌با‌غلظت‌
‌است.‌001‌lm/gμکشت‌
 روش کار 3-3
 کشت باکتری -1-3-3
‌iloc .Eدر‌این‌پروژه‌برای‌انجام‌کارهای‌کلونینگ‌و‌زیاد‌کردن‌وکتورهای‌مورد‌استفاده‌از‌باکتری‌
بمرای‌اطمینمان‌از‌‌.،‌استفاده‌شمد‌می‌باشد‌eacairetcaboretnEکه‌یک‌باکتری‌گرم‌منفی‌از‌خانواده‌
زم‌است‌پلاسمید‌مورد‌نظر‌دارای‌ژنی‌باشد‌کمه‌بمدون‌ ضمور‌آن،‌ فظ‌شدن‌پلاسمید‌در‌باکتری‌لا
باکتری‌توانایی‌رشد‌و‌بقا‌در‌محیط‌تمایز‌مناسب‌نداشمته‌باشمد.‌وجمود‌چنمین‌ژن‌همایی‌بمه‌عنموان‌
نشانگرهای‌انتخابی‌در‌فرایند‌کلونینگ‌ضروری‌است‌تا‌از‌این‌طریق‌کلون‌های‌ اوی‌وکتور‌مورد‌نظر‌
‌،481-Rim-IIIitneLp،‌به‌جز‌وکتمور‌تور‌های‌به‌کار‌رفته‌در‌این‌مطالعهفقط‌انتخاب‌شوند.‌تمامی‌وک
میکروگرم‌بر‌میلمی‌لیتمر‌‌001 اوی‌ژن‌مقاومت‌به‌آنتی‌بیوتیک‌آمپی‌سیلین‌می‌باشند‌که‌با‌غلظت‌
آنتمی‌بیوتیمک‌‌481-Rim-IIIitneLpو‌بمرای‌ فمظ‌پلاسممید‌‌بمه‌محمیط‌کشمت‌اضمافه‌ممی‌شمدند
‌.گرم‌بر‌میلی‌لیتر‌به‌محیط‌کشت‌باکتری‌اضافه‌می‌کنیممیکرو‌001کانامایسین‌با‌غلظت‌
 iloc .Eکشت مایع  -1-1-3-3
‌73دارای‌آنتمی‌بیوتیمک‌در‌دممای‌بهینمه‌‌1)BLعموماً‌در‌محیط‌براث‌ممایع‌(‌‌iloc .Eکشت‌مایع‌
دور‌در‌دقیقه‌انجام‌می‌گیرد.‌برای‌تلقیح‌از‌کشت‌‌021تا‌‌001درجه‌سانتی‌گراد‌همراه‌با‌گردش‌بین‌
به‌کشت‌مایع‌در‌کنار‌شعله‌و‌در‌شرایط‌سترون‌از‌لوپ‌پلاتینی‌بهره‌گرفته‌ممی‌شمود.‌محمیط‌جامد‌
میلی‌لیتر‌آب‌تهیه‌شده‌و‌سپس‌در‌دسمتگاه‌‌05گرم‌از‌پودر‌آن‌به‌ازای‌‌5.2به‌صور ‌ ل‌کردن‌‌BL
ای‌اتوکلاو‌برای‌استریل‌شدن‌قرار‌می‌گیرد.‌این‌محیط‌می‌تواند‌در‌دمای‌آزمایشگاه‌قرار‌گیمرد‌و‌بمر‌
‌درجه‌نگهداری‌شود.‌4استفاده‌های‌طولانی‌مد ‌بهتر‌است‌در‌دمای‌
                                           
1
 htorb diuqiL 
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 iloc .Eکشت جامد  -2-1-3-3
 اوی‌آگار‌دارای‌آنتی‌‌BLاز‌پلیت‌های‌استریل‌یک‌بار‌مصرف‌و‌محیط‌‌iloc .Eبرای‌کشت‌جامد‌
گمرم‌‌5.1قبل‌از‌انجام‌اتوکلاو‌به‌میزان‌‌BLبیوتیک‌استفاده‌می‌شود.‌برای‌تهیه‌این‌محیط‌به‌محیط‌
افزوده‌شده‌و‌محلول‌ اصل‌در‌اتموکلاو‌قمرار‌ممی‌‌BLمیلی‌لیتر‌از‌محیط‌‌05به‌ازای‌هر‌آگار‌از‌پودر‌
گیرد.‌برای‌انتقال‌باکتری‌از‌محیط‌مایع‌به‌محیط‌جامد‌ابتدا‌مقدار‌مناسب‌از‌محمیط‌ممایع‌در‌وسمط‌
‌می‌شود.‌پلیت‌ریخته‌شده‌و‌سپس‌با‌کمک‌پیپت‌پاستور‌سرکج‌بر‌روی‌سطح‌مورد‌نظر‌پخش
 ای پلی مراز  واکنش زنجیره -3-3-2
در‌‌AND)‌فرآیندی‌سمریع‌و‌سماده‌بمرای‌تکثیمر‌قطعمه‌ای‌از‌RCPواکنش‌زنجیره‌ای‌پلی‌مراز‌(
در‌داخل‌لوله‌آزممایش‌‌ANDمی‌باشد‌و‌با‌استفاده‌از‌اجزای‌همانند‌سازی‌طبیعی‌  ‌ortiv niشرایط‌
‌را‌تکثیر‌می‌نماید.‌AND
به‌عنوان‌الگموی‌واکمنش،‌یمک‌‌ANRیا‌‌ANDه‌ای‌پلی‌مراز‌به‌مولکول‌برای‌انجام‌واکنش‌زنجیر
ای‌باشد.)،‌مخلموط‌‌AND،‌آب‌مقطر‌(آب‌به‌صور ‌مؤکد‌باید‌عاری‌از‌هرگونه‌آلودگی‌1جفت‌آغازگر
و‌بافر‌مربوط‌به‌واکنش‌نیاز‌ممی‌‌qat)،‌آنزیم‌پلی‌مراز‌G ,T ,C ,Aاز‌هر‌چهار‌نوس‌نوکلئوتید‌(‌PTNd
کند.‌اجزای‌مورد‌نیاز‌‌و‌غلظت‌نمکی‌مناسب‌برای‌فعالیت‌آنزیم‌را‌فراهم‌می‌Hpکنش‌باشد.‌بافر‌این‌وا
مشاهده‌می‌شوند.‌همچنین‌‌1-3جدول‌همراه‌با‌مقادیر‌و‌غلظت‌هرکدام‌در‌ RCPجهت‌انجام‌واکنش‌
)‌RCPمعممولی‌(غیمر‌از‌کلمونی‌‌RCPدر‌یمک‌‌RCPبرنامه‌سیکل‌های‌زمانی‌واکنش‌‌2-3در‌جدول‌
‌دیده‌می‌شود.
 RCPمواد‌مصرفی‌و‌مقادیر‌آنها‌در‌واکنش‌‌-1-3‌ولجد
‌جز‌تشکیل‌دهنده‌)lµ جم‌(
 )Mp01( remirP drawroF 5.0
 )Mp01( remirP esreveR 5.0
 )X01(reffuB 5.2
 esaremyloP qaT 52.0
 etalpmeT 2
 )Mm20(PTNd 1
 )Mm2(2lCgM 1
 O2H 52.21
 emulov latoT 02
 RCPزمانی‌واکنش‌‌برنامه‌سیکل‌های‌-2-3جدول‌
‌تعداد‌سیکل‌زمان‌درجه‌ رار ‌مر له
‌1‌دقیقه‌5‌59°‌C‌noitavitca emyznE
‌ثانیه‌03‌59°‌C‌noitarutaneD
‌ثانیه‌03‌06°‌C‌gnilaennA ‌53
‌ثانیه‌03‌27°‌C‌noitnetxE
‌1‌دقیقه‌7‌27°‌C‌noitnetxE laniF
 ‌
                                           
1
 remirP 
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 IIkcehc-ispر در وکتو 1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBکلون کردن ژن  4-3-3
در‌وکتمور‌‌7Tپروموتر‌در‌نا یه‌پس‌از‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBژن‌کلون‌کردن‌قطعه‌ اوی‌
کشت‌بماکتری‌ ماوی‌‌انجام‌شد.‌IohX/ItoNهای‌ با‌استفاده‌از‌آنزیم‌انجام‌شد.‌این‌کار‌IIkcehc-isp
بیموتیکی‌وکتمور)‌‌(مقاومت‌آنتی آمپی‌سیلین‌در‌محیط‌مایع‌ اوی‌آنتی‌بیوتیک‌IIkcehc-ispوکتور‌
(روشمی‌وسیله‌کیت‌تخلیص‌پلاسممید‌ه‌ساعت‌رشد‌باکتری‌تخلیص‌پلاسمید‌ب‌61انجام‌شد.‌پس‌از‌
‌صور ‌گرفت.نسفرم‌شده‌عنوان‌می‌شود.)‌اکه‌در‌قسمت‌تخلیص‌پلاسمید‌از‌باکتری‌تر
و‌سمپس‌بمر‌روی‌ژل‌‌شمده‌ابتدا‌غلظت‌پلاسمید‌های‌استخراج‌شده‌با‌دستگاه‌بیوفتومتر‌بررسمی‌
‌ANDدر‌مر لمه‌بعمد‌از‌روی‌‌ز‌الکتروفورز‌گردید‌تا‌از‌کیفیت‌تخلیص‌هم‌اطمینان‌ اصل‌شمود.‌رآگا
بما‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBژنومیک‌با‌استفاده‌از‌پرایمرهای‌ذکر‌شده‌در‌جدول‌ذیل‌قطعمه‌ژن‌
پرایمر‌فموروارد‌جایگماه‌بمرش‌‌’5تکثیر‌شد.‌این‌پرایمرها‌به‌گونه‌ای‌هستند‌که‌در‌سر‌‌RCPتکنیک‌
قمرار‌داده‌‌ItoNریورس‌جایگاه‌بمرش‌بمرای‌آنمزیم‌پرایمر‌‌’3سر‌قرار‌داده‌شده‌و‌در‌‌IohXبرای‌آنزیم‌
‌شده‌است.‌
‌
‌توالی‌پرایمرهای‌به‌کارگرفته‌شده‌جهت‌کلونینگ‌لوسیفراز‌3-3جدول‌
 نام‌پرایمر توالی‌پرایمر‌)mTدما‌(
 F-1L2LCB-H CG TAA CAA GGG TAT CTC AAG GGA GCT CGC 35
 4.65
 GGA GAC CTG ACC GAT CTC GCC GGC GAA
 R-1L2LCB-H G AGT
 F-1xoS-H CA TTC ACG AAC CTG GAC GGA GAG CTC GCG 4.36
 4.36
 CGT GGT GAT GCT GAA TCC GCC GGC GAA
 R-1xoS-H CG ACT
 3.75
 TAC TCC CAG AAC TAC AGC GAG CTC GCG
 F-1ogniL-H TAC
 2.55
 GTC GTG TCA GTC ACC TCT CTC GCC GGC GAA
 R-1ogniL-H CT
هضم‌آنزیمی‌شد.‌از‌طرف‌دیگمر‌‌IohXو‌‌ItoNبه‌وسیله‌آنزیم‌های‌‌RCPپس‌از‌این‌کار‌محصول‌
تخلیص‌شده‌نیز‌با‌این‌آنزیم‌ها‌برش‌داده‌شد،‌با‌توجه‌به‌نقشه‌این‌وکتور‌که‌در‌‌IIkcehc-ispوکتور‌
ی‌کمه‌پروتکلم‌‌را‌برش‌ممی‌دهنمد.‌‌7Tبعد‌از‌پروموتر‌مشاهده‌می‌شود‌این‌آنزیم‌ها‌نا یه‌‌1-3‌شکل
اسمتفاده‌گردیمد‌در‌جمدول‌زیمر‌دیمده‌‌IIkcehc-ispشمده‌و‌وکتمور‌‌RCPبرای‌هضم‌آنزیمی‌قطعا ‌
‌شود.‌می
تیوب‌ اوی‌واکنش‌‌این‌واکنش‌انجام‌برای لیگاز‌انجام‌گرفت.‌4Tاتصال‌آنزیمی‌با‌استفاده‌از‌آنزیم‌
بت‌های‌ذکمر‌شمده‌نس‌درجه‌سانتی‌گراد‌قرار‌داده‌شد.‌‌22در‌دمای‌‌thginrevoدهنده‌ها‌به‌صور ‌
‌برای‌واکنش‌استفاده‌شدند.‌4-3در‌جدول‌
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‌ها‌در‌واکنش‌اتصال مواد‌استفاده‌شده‌و‌مقادیر‌آن‌-4-3‌جدول
‌جز‌واکنش‌)lµ( جم‌
‌هضم‌شده‌RCPمحصول‌ 8
‌هضم‌شده‌IIkcehc-isp dimsalP 2
 reffub noitagiL X01 2
‌esagiL AND 4T 2
‌O2H 6
 emulov latoT 02
 
بسیاری‌از‌وکتورهایی‌که‌به‌صور ‌طبیعی‌در‌باکتری‌ها‌وجود‌دارند‌(‌که‌α5HDکتری‌روز‌بعد‌با
‌نمودن‌مستعدتوضیح ‌داده ‌شده ‌در ‌قسمت‌) ‌با ‌روش‌کلرید ‌کلسیم ‌(از ‌این ‌سویه ‌ ذف‌شده ‌اند.
-ispو‌با‌محصول‌اتصال‌‌مستعد‌گردید‌)ترانسفورماسیون‌و)‌کلرید‌کلسیم(‌شیمیایی‌روش‌با‌باکتری
ترانسفورم ‌شد. ‌مقاومت ‌آنتی‌‌1-xoS/IIkcehc-isp ,1-OGNIL/IIkcehc-isp ,1L2lcB/IIkcehc
 اوی‌این‌آنتی‌بیوتیک‌ها،‌کشت‌‌BLمی‌باشد‌که‌در‌محیط‌جامد‌‌آمپی‌سیلینبیوتیکی‌این‌وکتور‌
‌باکتری‌ترانسفورم‌شده‌انجام‌شد.‌
 مستعد نمودن باکتری با روش شیمیایی (کلسیم کلرید) و ترانسفورماسیون 5-3-3
‌5HDαسویه‌‌iloc.Eاز‌باکتری‌‌،ن‌(وارد‌کردن‌وکتور‌در‌باکتری)برای‌انجام‌واکنش‌ترانسفورماسیو
در‌این‌باکتری‌بمه‌روش‌شمیمیایی‌ترانسمفورم‌‌به‌وکتور‌1L2lcBواکنش‌اتصال‌استفاده‌شد‌و‌قطعا ‌
 .‌شرایط‌تهیه‌سلول‌مستعد‌به‌شرح‌زیر‌است:شد
در‌ درجه‌سمانتی‌گمراد)‌کشمت‌اولیمه‌‌-07جود‌در‌(استوك‌مو‌5HD αسویه‌‌iloc .Eازباکتری‌‌-1
درجمه‌سمانتیگراد‌انکوبمه‌‌73دور‌در‌دقیقه،‌در‌دمای‌‌052داده،‌یک‌شب‌با‌ رکت‌‌htorB BLمحیط‌
 شد.
شد‌و‌در‌انکوباتور‌شمیکردار‌‌htorb BLمیلی‌لیتر‌‌01روز‌بعد‌از‌آن‌تلقیح‌مجدد‌در‌لوله‌ اوی‌‌-2
برسمد‌کمه‌بما‌‌0/4-0/5کدور ‌بمه‌دانسمیته‌نموری‌ مدود‌‌ساعت‌انکوبه‌شد‌تا‌زمانی‌که‌4-3مد ‌ه‌ب
 دستگاه‌بیوفتومتر‌بررسی‌شد.
درجمه‌سمانتی‌گمراد‌4دقیقمه‌در‌‌01ممد ‌ه‌بم‌‌0009mprدار‌ بماکتری‌در‌سمانتریفوژ‌یخچمال‌‌-3
 سانتریفوژ‌گردید.
(کلسمیم‌کلریمد)‌‌M 1.0 2lCaCمیلی‌لیتمر‌‌1بر‌روی‌یخ‌در‌‌رسوبمحیط‌رویی‌خارج‌شده‌و‌‌-4
 رامی‌سوسپانسیون‌شدند.سرد‌به‌آ
 ه‌شد.قرار‌داد‌دقیقه‌03-02مد ‌ه‌روی‌یخ‌ب‌-5
 داده‌شدند.‌رسوب‌درجه‌سانتی‌گراد 4دقیقه‌در‌‌3مد ‌ه‌ب‌0009mpr ها‌با‌سانتریفوژ‌‌سلول‌-6
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ه‌سمرد‌و‌روی‌یمخ‌بم‌‌ M 1.0 2lCaCمیکرولیتر‌007ها‌در‌‌سوسپانسیون‌مجدد‌رسوب‌باکتری‌-7
 دند.ده‌شقرار‌دا‌دقیقه‌03-02مد ‌
داده‌می‌‌رسوب‌درجه‌سانتی‌گراد‌4دقیقه‌در‌‌3مد ‌ه‌ب‌0009mpr ‌ها‌با‌سانتریفوژ‌در‌سلول‌-8
 شوند.
-02ممد ‌ه‌سرد‌و‌روی‌یخ‌ب2lCaC ‌میکرولیتر‌003ها‌در‌‌سوسپانسیون‌مجدد‌رسوب‌باکتری‌-9
 ه‌می‌شوند.قرار‌داد‌دقیقه‌03
‌:‌شد‌انجامه‌شرح‌زیر‌ها‌با‌وکتور‌ب‌در‌مر له‌بعد‌مر له‌ترانسفورماسیون‌سلول
‌051در‌دو‌لولمه‌میکروتیموب‌هریمک‌ ماوی‌‌از‌بماکتری‌مسمتعد‌شمده‌‌میکرولیتر‌003تقسیم‌‌-1
 قرار‌دارند.‌میکرولیتر‌سوسپانسیون‌باکتری‌مستعد‌روی‌یخ
(‌لوله‌‌می‌کنیماضافه‌‌های‌سوسپانسیون‌باکتری‌به‌یکی‌از‌تیوب‌اتصالاز‌محصول‌نانوگرم‌‌002 -2
 .)شدترل‌منفی‌نگهداری‌عنوان‌کنه‌دیگر‌ب
 ه‌شدند.داد‌قرار‌دقیقه‌03مد ‌ه‌روی‌یخ‌ب‌-3
 ه‌شدند.داد‌قرار‌ثانیه‌09مد ‌ه‌درجه‌سانتی‌گراد‌ب‌24دمای‌‌درتیوب‌‌-4
 می‌دهیم.‌انتقال‌دقیقه‌2مد ‌ه‌به‌سرعت‌به‌روی‌یخ‌ب‌-5
و‌‌ممی‌کنمیم‌اضمافه‌یک‌از‌لولمه‌هما‌‌فاقد‌آنتی‌بیوتیک‌به‌هر‌htorB BLمیلی‌لیتر‌محیط‌‌1 ‌-6
 قرار‌می‌دهیم.‌ساعت‌1مد ‌ه‌درجه‌ب‌73در‌‌دارشیکرانکوباتور‌انکوباسیون‌در‌
 ماوی‌آنتمی‌بیوتیمک‌مناسمب‌بما‌‌(پلیت)‌ragA BLمیکرولیتر‌از‌سوسپانسیون‌به‌محیط‌‌001 -7
 می‌دهیم.‌انتقال‌اومت‌وکتورقفاکتور‌م
 .‌می‌کنیم‌وژسانتریف‌دقیقه‌3مد ‌ه‌ب‌0009 mprباقی‌مانده‌سوسپانسیون‌در‌‌-8
.‌کشت‌می‌دهمیم‌‌در‌پلیت‌مشابه‌ومایع‌میکرولیتر‌محیط‌‌001سوسپانسیون‌مجدد‌رسوب‌در‌‌-9
-61مد ‌ه‌درجه‌سانتی‌گراد‌ب‌73د‌و‌در‌انکوباتور‌شلوله‌کنترل‌منفی‌نیز‌روی‌یک‌پلیت‌کشت‌داده‌
 شد.‌کشتساعت‌‌81
ت‌مربوط‌به‌کنترل‌منفی‌عاری‌که‌پلی‌شدندها‌از‌لحاظ‌وجود‌کلونی‌باکتری‌بررسی‌‌روز‌بعد‌پلیت
‌.بود‌و‌عدم‌آلودگی‌کار‌دقتید‌کننده‌أیت‌ونوس‌کلونی‌باکتری‌‌از‌هر
 ,1L2lcB برای تأیید ورود وکتور حاوی قطعات RCPکلونی  انجام واکنش -6-3-3
 به باکتری 1-xoS ,1-OGNIL
بیوتیک‌دار)‌(آنتی‌‌BLجامد‌‌های‌رشد‌کرده‌بر‌روی‌محیط بر‌روی‌هر‌یک‌از‌کلونی‌RCPواکنش‌
همانند‌روش‌ذکر‌شمده‌در‌قسممت‌واکمنش‌‌iloc .Eبه‌منظور‌تأیید‌ورود‌قطعا ‌به‌وکتور‌در‌باکتری‌
بمرای‌‌RCPزنجیره‌ای‌پلی‌مراز‌انجام‌گرفت.‌تنها‌نکته‌ای‌که‌در‌این‌جا‌ ائز‌اهمیت‌می‌باشد‌انجمام‌
ود‌آلودگی‌جلوگیری‌شود.‌سیکل‌می‌باشد‌تا‌از‌این‌طریق‌از‌ایجاد‌نتایج‌مثبت‌نادرست‌در‌اثر‌وج‌52
‌را‌نشان‌می‌دهد.‌RCPسیکل‌های‌زمانی‌واکنش‌کلونی‌‌5-3جدول‌
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 RCPبرنامه‌سیکل‌های‌زمانی‌برای‌کلونی‌‌-5-3جدول‌
‌تعداد‌سیکل‌زمان‌درجه‌ رار ‌مر له
‌1‌دقیقه‌5‌59°‌C‌noitavitca emyznE
‌ثانیه‌52‌59°‌C‌noitarutaneD
‌ثانیه‌52‌06°‌C‌gnilaennA ‌03
‌ثانیه‌52‌27°‌C‌noitnetxE
‌1‌دقیقه‌01‌27°‌C‌noitnetxE laniF
‌توالی‌پرایمرهای‌به‌کارگرفته‌شده‌جهت‌کلونینگ‌-6-3جدول‌
‌نام‌پرایمر‌توالی‌پرایمر‌)mTدما‌(
 PC-qes-isp-F GAG  CAG  TCG  ACC  TAG  AAG  GTA 16
 PC-qes-isp-R CTC  ACA  AAC  AAA  CCA  CAA  ACA  GAC 26
ونی‌هایی‌که‌باند‌مورد‌نظر‌(در‌این‌جا‌با‌توجه‌به‌پرایمرهای‌به‌کار‌گرفته‌شده‌باند‌مربموط‌بمه‌کل
جفمت‌بماز‌دارد.)‌در‌‌0061,009 ,006بوده‌و‌به‌ترتیب‌طولی‌ مدود‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcB
‌ها‌کلمون‌شمده،‌انتخماب‌شمدند‌و‌از‌روی‌پلیمت‌ ها‌دیده‌شد‌به‌عنوان‌کلونی‌هایی‌که‌قطعه‌در‌آن‌آن
 اوی‌آنتی‌بیوتیک‌آمپی‌سیلین‌جهت‌انجام‌استخراج‌پلاسمید‌و‌تأییمد‌‌BLپشتیبان‌در‌محیط‌مایع‌
‌نهایی‌کشت‌داده‌شدند.‌
 تخلیص پلاسمید از باکتری ترانسفرم شده 7-3-3
‌کیمت‌اسمتخراج‌پلاسممید‌‌تخلیص‌پلاسمید‌به‌منظور‌تأیید‌قطعا ‌ترانسفورم‌شده‌در‌باکتری‌بما‌
باکتری‌و‌اتصال‌پلاسمید‌به‌غشاء‌سیلیکاژل‌استوار‌اسمت.‌‌‌‌اساس‌لیز‌قلیایی‌انجام‌شد.‌این‌سیستم‌بر
 دستور‌العمل‌تخلیص‌پلاسمید‌به‌شرح‌زیر‌است‌:
 دقیقه‌سانتریفوژ‌شد.‌9به‌مد ‌‌0053‌mprدر‌میلی‌لیتر‌‌01به‌ جم‌‌کشت‌شبانه‌باکتری.1
محلمول‌میکرولیتمر‌‌002هما‌در‌‌دن‌محیط‌کشت‌بصور ‌کامل،‌رسوب‌بماکتری‌پس‌از‌خارج‌نمو.2
 سوسپانسیون‌مجدد‌ ل‌شده‌و‌به‌یک‌میکروتیوپ‌منتقل‌شد.
بر‌گردانده‌شمد‌‌ بار‌به‌آرامی‌5-01محلول‌لیزکننده‌به‌میکروتیوب‌اضافه‌شده‌و‌ میکرولیتر 002. 3
 خوبی‌مخلوط‌شود.ه‌تا‌ب
 قه‌در‌دمای‌اتاق‌قرار‌داده‌شد.دقی‌5مد ‌ داکثر‌ه‌میکروتیوب‌ب.‌4
بر‌گردانده‌‌بار‌به‌آرامی‌5-01محلول‌خنثی‌کننده‌به‌میکروتیوب‌افزوده‌شده‌و‌ میکرولیتر 004. 5
 خوبی‌مخلوط‌شود.ه‌شد‌تا‌ب
 دقیقه‌سانتریفوژ‌شد.‌5مد ‌ه‌درجه‌سانتیگراد‌ب‌52 و‌دمای‌0009‌mprدر‌.‌6
‌06مد ‌ه‌ب‌00031‌mprسپس‌در‌،‌به‌ستون‌تخلیص‌پلاسمید‌منتقل‌شده‌ امیبه‌آر‌ مایع‌رویی.‌7
 ثانیه‌سانتریفوژ‌شده‌و‌مایع‌خارج‌شده‌دور‌ریخته‌شد.‌
 سانتریفوژ‌انجام‌شد.‌‌ اضافه‌شده‌مانند‌مر له‌قبل‌بافر‌شست‌و‌شو‌  میکرولیتر‌007به‌ستون‌.‌7
 ریفوژ‌شد.سانت ‌بافردقیقه‌جهت‌خارج‌شدن‌کامل‌‌1مد ‌ه‌ستون‌ب.‌8
 04
 
سمانتریفوژ‌‌00031‌mprدقیقمه‌در‌‌1مد ‌ه‌به‌ستون‌اضافه‌شده‌و‌ب BE بافرمیکرولیتر‌‌05دار‌مق
‌.شتشد.‌پلاسمید‌تخلیص‌شده‌در‌مایع‌خارج‌شده‌قرار‌دا‌
 آگارز ژل با الکتروفورز رویآشکار سازی محصولات استخراج شده (پلاسمید)  -8-3-3
‌ ATDE ciroB sirTو‌یما‌‌)EAT(‌ATDE etatecA sirTمی‌تموان‌در‌دو‌نموس‌بمافر‌‌‌ژل‌آگارز‌را‌
)‌تهیه‌نمود.‌باید‌توجه‌نمود‌که‌ژل‌را‌با‌هر‌نوس‌بافری‌که‌تهیه‌می‌شود‌باید‌در‌همان‌نوس‌بمافر‌EBT(
درصمد‌اسمتفاده‌شمد.‌مقمدار‌ 1نیز‌الکتروفورز‌نمود.‌در‌این‌مطالعه‌با‌توجمه‌بمه‌انمدازه‌قطعما ‌از‌ژل‌
با‌ رار ‌تا‌ د‌جوشیدن،‌ ل‌شمد.‌‌‌EATمیلی‌لیتر‌از‌محلول‌‌02گرم‌از‌پودر‌آگارز‌توزین‌و‌در‌0/61
قالب‌های‌مناسمب‌کمه‌ ماوی‌شمانه‌تا‌ دی‌که‌در‌ ال‌بسته‌شدن‌باشد‌در‌پس‌از‌سرد‌شدن‌آگارز‌
 gnidaoL‌6Xمیکمرو‌لیتمر‌از‌‌2بما‌ ANDالکتروفورز‌بود‌ریخته‌شد.‌مقمادیر‌مناسمب‌از‌نمونمه‌همای‌
مخلوط‌و‌در‌هر‌چاهک‌از‌ژل‌ریخته‌شد.‌زمان‌الکتروفورز‌بمرای‌همر‌نمونمه‌بسمته‌بمه‌انمدازه‌ reffuB
از‌شناورسازی‌ژل‌در‌،‌)V‌021و‌ولتاژ‌‌X1 EAT(در‌بافر‌‌قطعا ‌متفاو ‌است.‌پس‌از‌اتمام‌الکتروفورز
یت‌خواهد‌قابل‌رو‌VUکمپلکس‌ اصل‌در‌مقابل‌نور‌‌محلول‌سایبر‌برای‌رنگ‌آمیزی‌ژل‌استفاده‌شد.
‌شود.‌ها‌عکس‌گرفته‌می قرار‌گرفته‌و‌از‌آن‌1بود.‌پس‌از‌رنگ‌آمیزی‌ژل‌ها‌در‌دستگاه‌ژل‌داك
 انجام هضم آنزیمی دوباره جهت تأیید کلونینگ  -9-3-3
‌IIkcehc-ispکلمون‌شمده‌در‌وکتمور‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBهضم‌آنزیمی‌دوگانمه‌قطعما ‌
انجام‌گرفت.‌این‌آزمایش‌جهمت‌تأییمد‌صمحت‌قطعما ‌‌ItoNو‌‌IohXتوسط‌آنزیم‌های‌هضم‌کننده‌
کلون‌شده‌در‌وکتور‌صور ‌گرفت.‌انتظار‌می‌رفت‌این‌واکنش‌برش‌باعمث‌جداشمدن‌قطعما ‌کلمون‌
شده‌و‌مشاهده‌قطعه‌به‌اندازه‌طول‌ژن‌موردنظر‌در‌روی‌ژل‌آگارز‌شود.‌برای‌ایمن‌واکمنش‌از‌مقمادیر‌
دقیقه‌‌02ه‌به‌عملکرد‌سریع‌آنزیم‌ها‌واکنش‌به‌مد ‌ذکر‌شده‌در‌جدول‌زیر‌استفاده‌گردید‌و‌با‌توج
درجه‌سانتی‌گراد‌آنزیم‌ها‌غیرفعمال‌‌08دقیقه‌در‌دمای‌‌5انجام‌گرفت‌و‌سپس‌با‌انکوباسیون‌به‌مد ‌
‌گشتند.
‌مواد‌و‌مقادیر‌استفاده‌شده‌در‌واکنش‌هضم‌آنزیمی‌دوگانه‌برای‌پلاسمید‌موردنظر‌-7-3جدول
‌جز‌واکنش‌)lµ( جم‌
‌ستخراج‌شدهوکتور‌ا‌2
 IohXآنزیم‌‌5.0
 ItoNآنزیم‌‌52.0
‌reffuB X01‌2
‌O2H‌52.51
 emulov latoT 02
 
 1-OGNILمواد‌و‌مقادیر‌استفاده‌شده‌در‌واکنش‌هضم‌آنزیمی‌دوگانه‌برای‌ژن‌‌-8-3جدول‌
‌جز‌واکنش‌)lµ( جم‌
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 1-OGNILقطعه‌ 6
 IohXآنزیم‌ 5.0
 ItoNآنزیم‌ 52.0
‌reffuB X01 2
‌O2H 52.11
 emulov latoT 02
‌
 1L2lcBمواد‌و‌مقادیر‌استفاده‌شده‌در‌واکنش‌هضم‌آنزیمی‌دوگانه‌برای‌ژن‌‌-9-3‌جدول
‌جز‌واکنش‌)lµ( جم‌
‌1L2lcBقطعه‌ 3
 IohXآنزیم‌ 5.0
 ItoNآنزیم‌ 52.0
‌reffuB X01 2
‌O2H 52.41
 emulov latoT 02
 
 1-xoSهضم‌آنزیمی‌دوگانه‌برای‌ژن‌مواد‌و‌مقادیر‌استفاده‌شده‌در‌واکنش‌‌-01-3‌جدول
‌جز‌واکنش‌)lµ( جم‌
 1-xoSقطعه‌ 2
 IohXآنزیم‌ 5.0
 ItoNآنزیم‌ 52.0
‌reffuB X01 2
‌O2H 52.51
 emulov latoT 02
پس‌از‌انجام‌تأیید‌با‌روش‌هضم‌آنزیمی‌دوگانه،‌نمونه‌های‌تأیید‌شده‌جهت‌انجمام‌تموالی‌یمابی‌و‌
شده‌جهشی‌وجود‌نداشته‌باشند‌به‌آزمایشگاهی‌که‌این‌عمل‌در‌آن‌‌بررسی‌اینکه‌در‌توالی‌های‌کلون
‌انجام‌می‌گرفت‌ارسال‌گردید‌و‌نتایج‌بررسی‌شدند.
 T392 KEHکشت سلول های  01-3-3
از‌ KEH جهت‌ترانسفکشن‌اسمتفاده‌شمد.‌رده‌سملولی‌‌T392 KEHدر‌این‌آزمایش‌از‌سلول‌های‌
،‌در‌KEHکنند‌مشتق‌می‌شوند.‌سملول‌همای‌که‌در‌محیط‌کشت‌رشد‌می‌‌سلول‌کلیه‌جنینی‌انسان
،‌به‌وسیله‌ترانسفورماسیون‌محیط‌کشت‌سلول‌همای‌نرممال‌کلیمه‌جنینمی‌انسمان‌بما‌07ابتدای‌دهه‌
بدست‌آمد.‌ترانسفورماسیون‌این‌سلول‌با‌آدنوویروس‌اولین‌بارتوسمط‌‌5جدا‌شده‌آدنوویروس‌‌AND
‌انجام‌شد.‌maharG knarF
 24
 
‌392KEHاسمت.‌بنمابراین‌‌maharGی‌آزمایشما ‌توسمط‌مربموط‌بمه‌شمماره‌گمذار‌‌392شماره‌
داخمل‌ام‌بود.‌آنالیز‌بعدی‌نشان‌داد‌که‌ترانسفورماسیون‌به‌وسیله‌یمک‌قطعمه‌392محصول‌آزمایش‌
انسمانی‌وارد‌‌91کیلوباز‌از‌بازوی‌چپ‌ژنوم‌ویروس‌که‌بمه‌درون‌کرومموزوم‌‌4/5شامل‌ دوداً‌شونده‌
اسمت‌کمه‌عملاوه‌بمر‌آن‌دارای‌‌T392سملولی،‌‌ردهیمن‌شده‌بود‌ایجاد‌شده‌است.‌یک‌واریانمت‌مهمم‌ا‌
‌iro1است‌و‌اجازه‌تکثیر‌اپی‌زومال‌پلاسمید‌ترانسمفکت‌شمده‌کمه‌محتموی‌‌negitna T egral 04VS
،‌مورفولوژی‌سلول‌های‌اپیتلیال‌را‌دارند‌و‌از‌بهترین‌T392KEHهای‌‌را‌می‌دهد.‌سلول‌،است‌04VS
‌.‌هستند‌رده‌های‌سلولی‌برای‌بیان‌ژن‌نوترکیب
خیلی‌را ت‌رشد‌می‌کنند‌و‌به‌آسانی‌ترانسفکت‌ممی‌شموند‌بمه‌هممین‌‌ T392 KEHسلول‌های
دلیل‌این‌سلول‌ها‌به‌میزان‌زیادی‌در‌تحقیقا ‌زیست‌شناسی‌سلولی‌برای‌سال‌همای‌زیمادی‌ممورد‌
استفاده‌قرار‌گرفته‌اند.‌این‌سلول‌ها‌همچنمین‌در‌صمنعت‌بیوتکنولموژی‌بمرای‌تولیمد‌پمروتئین‌هما‌و‌
‌های‌درمانی‌مورد‌نیاز‌در‌ژن‌درمانی‌مورد‌استفاده‌قرار‌می‌گیرند.‌ویروس‌
(تانمک‌ درجمه‌سمانتی‌گمراد‌‌-871ذخیره‌سلولی‌کمه‌در‌‌منجمدها‌از‌ویال‌ برای‌کشت‌این‌سلول
ها‌به‌سرعت‌از‌تانک‌از ‌خارج‌شده‌و‌پس‌از‌رسمیدن‌بمه‌دممای‌‌استفاده‌شد.‌سلول‌شتاز )‌قرار‌دا
‌-پنمی‌سمیلین‌و‌‌گلوتمامین‌‌Mm2( ماوی‌ تمازه‌‌ MEMDمحمیط‌‌هما‌در‌‌محیط‌در‌بن‌ماری،‌سملول‌
(تما‌ و‌دور‌ریختن‌محیط‌رویمی‌‌ژانتریفوسند.‌پس‌از‌دبرده‌می‌ش‌2SBF%‌01)‌و‌‌X1استرپتومایسین‌
سوسپانسمیون‌‌SBF%‌01و‌‌MEMDهما‌در‌محمیط‌‌از‌بین‌برود)،‌سملول‌‌OSMDغلظت‌ماده‌سمی‌
‌درجمه‌‌73در‌دممای‌‌2OCها‌در‌انکوباتور‌د.‌سپس‌سلول‌یدنمنتقل‌می‌گرد‌mc52شده‌و‌به‌فلاسک‌
‌.می‌گردیدروزانه‌بررسی‌‌ها و‌وضعیت‌سلولرشد‌‌.ندفتقرار‌گرسانتی‌گراد‌
به روش کلسیم  481-Rimبا وکتور حاوی  T392 KEHهای  ترانسفکت سلول -11-3-3
 جهت ساخت ویروس فسفات
ده‌استفاده‌شد.‌دلیمل‌برای‌ترانسفکت‌و‌وارد‌کردن‌وکتورهای‌کلون‌ش‌T392 KEHاز‌سلول‌های‌
‌ها‌را تی‌ترانسفکت‌آن‌ها‌و‌رشد‌سریع‌این‌سلول‌ها‌می‌باشد. استفاده‌از‌این‌سلول
بار‌فریز‌و‌بعد‌دفریز‌شمدند،‌‌یک‌پاساژ)‌03با‌تعداد‌پاساژ‌پائین‌(کمتر‌از‌‌T392 KEH ‌های سلول
کشمت‌داده‌‌57T‌سکداخل‌فلا‌ها های‌تازه‌دفریز‌شده‌استفاده‌می‌شد.‌سلول در‌واقع‌هربار‌از‌سلول
%‌رسمید‌آمماده‌08-07ها‌به‌ د‌و‌هنگامی‌که‌تراکم‌سلولنبرده‌شد01mcبعد‌داخل‌پلیت‌‌شدند.‌روز
صمور ‌ه‌بباید‌‌ها سلول‌و‌ها‌در‌این‌مر له‌بسیار‌ضروری‌است .‌سر ال‌بودن‌سلولبودندترانسفکت‌
‌دست‌کشت‌شده‌باشند.‌مناسب‌و‌یک
تعویض‌به‌آرامی‌‌SBF%01 اوی‌‌MEMDبا‌محیط‌‌ها محیط‌سلول‌،ساعت‌قبل‌از‌ترانسفکتدو‌
‌).ها‌رشد‌خوبی‌نداشته‌اند‌نیازی‌به‌تعویض‌محیط‌نیست اگر‌سلولشد‌(
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،‌آب‌مقطر‌بافری‌ SSBH )X2(،‌محلول)M5.2( 2lCaC،‌محلول‌)x1( ETمواد‌مورد‌استفاده:‌بافر‌
  SEPEHباشده‌
‌به‌شرح‌زیر‌می‌باشد:‌ مرا ل‌کار
و‌‌)2XAPsp ,G.2DMp(پلاسمیدهای‌بسته‌بندی‌ویروس‌‌ری‌ اویباکتشب‌قبل‌از‌ترانسفکت،‌
‌61.‌پمس‌از‌شمدند‌‌داده‌کشمت‌ اوی‌آنتی‌بیوتیک‌مناسمب‌‌htorb BLپلاسمید‌مورد‌نظر‌در‌محیط‌
با‌دستگاه‌بیوفتومتر‌خوانمده‌شمد‌تما‌هر‌یک‌انجام‌شد.‌جذب‌نوری‌با‌کیت‌ساعت،‌استخراج‌پلاسمید‌
‌د.پلاسمید‌های‌تخلیص‌شده‌بدست‌آیغلظت‌
میلی‌لیتر‌‌51‌ترانسفکت‌شود‌ترتیب‌اضافه‌شدن‌مواد‌داخل‌فالکون‌بودبرای‌هر‌پلیت‌که‌قرار‌
‌)‌به‌شرح‌زیر‌است:01mcبرای‌هر‌پلیت‌‌لیترکرومی‌0012( جم‌
 لیتر)‌کرومی‌0012آب‌(میزان‌لازم‌تا‌رساندن‌ جم‌نهایی‌به‌-1
 .‌گردیدبه‌آن‌اضافه‌X1 ET میکرولیتر‌بافر‌‌33سپس‌-2
و‌پلاسممید‌)2XAPsp ,G.2DMp( ‌یکروگرم‌مجموس‌پلاسمید‌های‌بسته‌بندی‌ویمروس‌م‌42‌-3
)‌به‌محلول‌فوق‌اضافه‌و‌ورتکمس‌481-Rim-IIIitneLpعنوان‌کنترل‌یا‌ اوی‌ه‌ب‌IIIitneLpمورد‌نظر(
 .‌گردید
 .شد،‌به‌آن‌اضافه‌و‌مخلوط‌)M5.2( 2lCaCمیکرولیتر‌محلول‌‌501 در‌مر له‌بعد‌-4
به‌صور ‌قطمره‌قطمره‌و‌در‌ مال‌ورتکمس،‌بمه‌‌SSBH )X2(لیتر‌محلولمیکرو‌0501سپس‌‌-5
‌1به‌صور ‌قطره‌قطره‌و‌وجود‌فاصله‌ داقل‌‌SSBHاضافه‌کردن‌محلول‌‌شد.محلول‌مورد‌نظر‌اضافه‌
ثانیه‌ای‌بین‌دو‌قطره‌جهت‌رسیدن‌به‌درصد‌ترانسفکت‌بالا‌بسیار‌مهم‌می‌باشد.‌زیرا‌در‌ایمن‌ المت‌
 جهت‌ایجاد‌دانه‌های‌مناسب‌جهت‌ورود‌به‌سلول‌را‌خواهند‌یافت.‌فرصت‌کافی‌ANDمولکول‌های‌
مخلوط‌مورد‌نظر‌به‌مد ‌یک‌دقیقه‌در‌معرض‌ورتکس‌شدید‌قرار‌داده‌شده،‌سپس‌به‌ممد ‌‌-6
 .‌داشته‌باشدکمی‌کدور ‌ابری‌شکل‌باید‌.‌محلول‌ اصل‌گردیددقیقه‌در‌دمای‌اتاق‌انکوبه‌‌51تا‌‌01
‌درجمه‌‌73ساعت‌در‌انکوباتور‌‌41-61به‌پلیت‌اضافه‌و‌به‌مد ‌‌در‌نهایت‌این‌مخلوط‌قطره‌قطره
د.‌پس‌از‌آن،‌محیط‌کشت‌سملول‌همای‌ترانسمفکت‌شمده‌بما‌یانکوبه‌گرد‌2OC %5 اوی‌‌سانتی‌گراد
‌.شدمحیط‌تازه‌تعویض‌
 جمع آوری ویروس و فیلتر کردن آن 21-3-3
 اوی‌‌IIIitneLpو‌‌G.2DMpو‌‌2XAPspبا‌وکتورهای‌‌T392 KEHپس‌از‌ترانسفکت‌سلول‌های‌
شروس‌به‌پکیج‌شدن‌و‌تولید‌می‌کنند.‌این‌سلول‌ها‌‌481-Rimویروس‌های‌ اوی‌ژن‌،‌‌481-Rimژن‌
به‌صور ‌دائم‌در‌ ال‌تولید‌این‌ویروس‌ها‌خواهند‌بود‌و‌به‌همین‌دلیل‌باید‌این‌ویمروس‌هما‌جممع‌
‌آوری‌شوند.
‌T392 KEHی‌سملول‌همای‌ساعت‌یکبار‌محمیط‌کشمت‌رو‌‌42روز‌و‌هر‌‌3برای‌این‌کار‌به‌مد ‌
ترانسفکت‌شده‌جمع‌آوری‌شده‌و‌با‌توجه‌به‌این‌که‌این‌محیط‌برداشته‌شده‌مقادیر‌زیادی‌پروتئین‌و‌
اجسام‌ اصله‌از‌سلول‌های‌مرده‌دارد،‌قبل‌از‌استفاده‌با‌استفاده‌از‌فیلتر‌برای‌پماك‌سمازی‌محمیط‌و‌
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آوری‌شمده‌بما‌اسمتفاده‌از‌روش‌جداسازی‌ویروس‌ها‌فیلتر‌می‌شوند.‌در‌نهایت‌ویمروس‌همای‌جممع‌
‌اولترافیلتراسیون‌تغلیظ‌می‌شوند.
 sllec mets rotinegorp larueNکشت سلول های  31-3-3
های‌‌از‌سلول رده‌سلولیاین‌استفاده‌شد.‌‌داکشنجهت‌ترانس‌CSPNدر‌این‌آزمایش‌از‌سلول‌های‌
ه‌سلول‌های‌بنیمادی‌این‌سلول‌ها‌از‌جملکه‌در‌محیط‌کشت‌رشد‌می‌کنند‌مشتق‌می‌شوند.‌‌CSPi
هستند‌که‌پیش‌ساز‌سلول‌های‌عصبی‌بوده‌و‌می‌توانند‌رده‌های‌مختلف‌این‌دسمته‌از‌سملول‌هما‌را‌
‌تولید‌کنند.
-Lو‌فاکتورهمای‌رشمد‌‌1SBF%‌01و‌ه‌تماز‌‌ 21F/MEMDمحمیط‌‌هما‌از‌‌برای‌کشمت‌ایمن‌سملول‌
 onima laitnessE-noN ,)X1(tnemelppus-2N ,)gn02(FGE ,)gn04(FGFb,)X1(enimatulG
(تا‌غلظت‌ماده‌سمی‌ و‌دور‌ریختن‌محیط‌رویی‌ژند.‌پس‌از‌سانتریفودبرده‌می‌ش‌ X1)AAEN(sdica
د.‌سمپس‌یدنم‌منتقمل‌ممی‌گرد‌‌mc52به‌فلاسک‌ذکر‌شده‌ها‌در‌محیط‌‌از‌بین‌برود)،‌سلول‌OSMD
‌هما‌‌و‌وضمعیت‌سملول‌رشمد‌‌.نمد‌فتقرار‌گرسانتی‌گراد‌‌درجه‌73در‌دمای‌‌2OCسلول‌ها‌در‌انکوباتور‌
 .می‌گردیدروزانه‌بررسی‌
بمه‌هممراه‌‌21F/MEMD،‌آن‌ها‌را‌در‌محمیط‌‌CSPNبرای‌انجام‌مرا ل‌تمایز‌در‌سلول‌های‌
 ,)X1(AAEN ,)X1(tnemelppus-2N ,)gn02(FGFbو‌فاکتورهمای‌رشمد‌‌SBF%01
 ,)Mn3(3T ,)Lm/gn001(niggoN ,)Lm/gn02(niloksroF ,)Lm/gn001(1-FGI
‌کشت‌می‌دادیم.‌)Lm/gn2(3TN
طبمق‌پروتکمل‌مونماکو‌و‌ترانسداکت‌شده‌و‌گروه‌کنتمرل‌‌CSPNزم‌به‌ذکر‌است‌که‌سلول‌های‌لا
‌و‌تمایز‌داده‌شدند‌و‌نوس‌و‌غلظت‌فاکتورهای‌رشد‌مطابق‌پروتکل‌ذکرشده‌می‌باشد.‌کشت‌همکاران
 با استفاده از ویروس های ساخته شده CSPNترانسداکت سلول های  41-3-3
در‌این‌مطالعه،‌برای‌هر‌آزمایشی،‌در‌کف‌پلیت‌های‌مناسمب‌‌CSPNتعداد‌مناسبی‌از‌سلول‌های‌
شد.)‌کاشته‌شده‌و‌سپس‌با‌نسبت‌متناسب‌ویروس‌‌(سایز‌پلیت‌با‌توجه‌به‌آزمایش‌مدنظر‌انتخاب‌می
به‌همراه‌فاکتورهای‌مورد‌%01‌SBF اوی‌ 21F/MEMDهای‌جمع‌آوری‌شده‌همراه‌با‌محیط‌کشت‌‌
 روی‌سلول‌ها‌ریخته‌می‌شد.‌نیاز
 )ANR latoT( ANRاستخراج  51-3-3
ها‌براسماس‌این‌کیت‌شود.های‌گوناگونی‌استفاده‌میاز‌سلول‌از‌کیت‌ ANR latoTبرای‌استخراج‌
کنند.‌گرچه‌اساس‌قدر ‌تفکیک‌ستون‌های‌کوچک‌جداسازی‌کار‌میکلروفرم‌یا‌بر‌-اختلاف‌فاز‌فنل
‌تخلمیص‌شمده‌بما‌‌ANRتند‌ولمی‌کلروفرم‌دارای‌میزان‌تخلیص‌بالاتری‌هسم‌‌-های‌براساس‌فنلکیت
باشد.‌تمامی‌سرسمپلرها‌(تیپ‌ها)‌و‌میکروتیوپ‌همای‌ممورد‌اسمتفاده‌بایمد‌از‌نموس‌ستون‌سالم‌تر‌می
‌درجه‌سانتیگراد‌انجام‌شود.‌‌4بوده‌و‌همه‌مرا ل‌سانتریفوژ‌باید‌در‌دمای‌‌eerf esaND -esaNR
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%‌،‌001کلروفمرم،‌اتمانول‌‌، sulP-XNR )narI ,neGanniC (:مورد‌نیاز‌به‌این‌شرح‌می‌باشمد‌مواد‌
‌)eerf - esaNR(‌ANRبافر‌رقیق‌کننده‌‌یا %‌،‌آب‌استریل07اتانول‌
‌مرا ل‌کار‌به‌شرح‌زیر‌می‌باشد:
تریپسینه‌شدند‌تا‌از‌کمف‌پلیمت‌کنمده‌شموند‌و‌سمپس‌در‌‌CSPNترانسداکت‌شده‌سلول‌های‌.‌1
ریخته‌و‌محیط‌رویی‌دور‌‌شدهفیوژ‌دقیقه‌سانتری‌5به‌مد ‌‌0021mpr در‌دور‌‌فالکون‌ریخته‌شدند‌و
 .شد ل‌شده‌و‌مجدد‌در‌همان‌شرایط‌سانتریفوژ‌و‌محیط‌رویی‌خارج‌‌SBP.‌رسوب‌ اصل‌در‌شد
 های‌رسوب‌کرده‌اضافه‌شده‌و‌خموب‌مخلموط‌شمد.‌ سرد‌به‌سلول‌sulP-XNR‌میلی‌لیتریک‌.‌2
لمه‌کلاممپ‌سملولی‌.‌اگمر‌در‌ایمن‌مر ‌گردیدمیلی‌لیتر‌ 1/5سپس‌سوسپانسیون‌وارد‌یک‌میکروتیوب‌
دقیقمه‌در‌دممای‌اتماق‌ 5دقیقه‌ورتکس‌شود.‌بعمد‌از‌ورتکمس‌ایمن‌مخلموط‌‌1مد ‌ه‌ایجاد‌شد‌باید‌ب
‌گذاشته‌شد.
.‌داده‌شددقیقه‌بشد ‌تکان‌‌و‌یک‌اضافه‌کرده‌به‌محتویا ‌میکروتیوب‌میکرولیتر‌کلروفورم002. 3
 درجه‌سانتی‌گراد‌قرار‌داده‌شد. 4دقیقه‌در‌دمای‌ 5سپس‌
 انجام‌شد.00021 mpr دقیقه‌در 02،‌درجه‌سانتی‌گراد 4ریفوژ‌سانت.‌4
 صور ‌گرفت.‌جداسازی‌محلول‌رویی(فاز‌آبی)‌و‌انتقال‌آن‌به‌میکروتیوب‌جدید.‌5
.‌سپس‌به‌آرامی‌مخلوط‌گردید%‌سرد‌اضافه‌001هم‌ جم‌فاز‌آبی‌(محلول‌رویی)‌به‌آن‌اتانول‌.‌6
 .داده‌شدقرار‌انتی‌گراد‌درجه‌س‌-02در‌دمای‌‌ thginrevOصور ه‌کرده‌و‌ب
و‌دور‌ریختن‌محلمول‌رویمی(‌رسموب‌00021‌mpr دقیقه‌در‌54،‌درجه‌سانتی‌گراد‌4سانتریفوژ‌.‌7
 .انجام‌شد‌سفیدرنگی‌دیده‌می‌شود)
 %‌سرد‌اضافه‌و‌ورتکس‌کرده‌تا‌رسوب‌از‌ته‌لوله‌کنده‌شود‌07اتانول‌‌میلی‌لیتریک‌.‌8
 صور ‌گرفت.‌00021‌mpr ‌ه‌دردقیق‌51،‌درجه‌سانتی‌گراد‌4سانتریفوژ‌.‌9
 .رسوب‌کرده‌خشک‌شود‌ ANRدقیقه‌باز‌ماند‌تا‌01و‌درب‌لوله‌‌ه‌شدمحلول‌رویی‌دور‌ریخت.‌01
و‌نهایتاً‌محلول‌ اصل،‌جهمت‌‌گردیداضافه‌‌ eerf esaND-esaNRمیکرولیتر‌آب‌05-03 دود.‌11
 .شدمنتقل‌‌سانتی‌گراد‌درجه‌-07نگهداری‌به‌فریزر‌
 ANDcمر لمه‌بعمدی‌کمه‌‌و‌ANRmاز‌آن‌برای‌بررسمی‌‌شدهشده‌تعیین‌استخراج‌‌ANRغلظت‌
‌سازی‌می‌باشد‌استفاده‌گردید.
 استخراج شده ANRکنترل کیفیت  -1-51-3-3
کمه‌‌%1/5استخراج‌شده‌بر‌روی‌ژل‌آگارز‌‌ ANRازمیکرولیتر‌‌5برای‌کنترل‌کیفیت‌استخراج‌ابتدا‌
ها‌‌ید.‌سالم‌بودن‌باندهای‌ریبوزومی‌و‌قدر ‌آنتهیه‌شده‌بود‌الکتروفورز‌گرد‌ eerf esaNRدر‌شرایط
‌ی‌مورد‌نظر‌است‌.‌‌ ANRنشانگر‌قدر ‌استخراج‌و‌سالم‌بودن
 ائز‌اهمیت‌است،‌میمزان‌پروتئینمی‌اسمت‌کمه‌بمه‌هممراه‌آن‌‌ ANRنکته‌دیگری‌که‌در‌استخراج
خراج‌را‌بمه‌میکرولیتر‌از‌محصول‌اسمت‌‌2‌،برای‌تعیین‌آلودگی‌های‌پروتئینی‌و‌غیره‌.شود‌استخراج‌می
اندازه‌گیمری‌شمد‌کمه‌‌نانومتر‌082و‌‌062میکرولیتر‌رسانده‌و‌جذب‌آن‌در‌طول‌موج‌های‌‌001 جم‌
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‌2باشد.‌هرچمه‌ایمن‌میمزان‌کمتمر‌از‌‌2در‌بهترین‌ الت‌باید‌برابر‌با‌‌082به‌062نسبت‌میزان‌جذب‌
 باشد‌مبین‌بالا‌بودن‌آلودگی‌پروتئین‌و‌نامناسب‌بودن‌استخراج‌است.
‌lm/ANR gµ 04‌معادل‌1=062A‌در‌دستگاه‌بیوفتومتر‌به‌کار‌گرفته‌شده‌این‌نکته‌که‌با‌توجه‌به
 است‌و‌با‌بکارگیری‌فرمول:
  ANR lm/gµ X ضریب‌رقت‌= 062A × اندازه‌گیری‌شدهlm/gµ 04 × 
‌.آمدبدست‌‌ANRغلظت‌
 استخراج شده ANRاز روی  ANDcساخت  -61-3-3
‌انجام‌شد:به‌شرح‌زیر‌‌ANDcساخت‌مرا ل‌
میکرولیتمر‌از‌‌1/5جداگانمه،‌بما‌‌میکرولیتمر‌‌002تخلیص‌شده‌در‌دو‌لولمه‌‌ANRمیکروگرم‌از‌‌1. 1
 esaND-esaNR جم‌در‌هر‌تیموب‌بما‌آب‌‌و‌گردیدهمخلوط‌‌remaxeh modnarپیکومول‌01پرایمر‌
 .رسانده‌شدمیکرولیتر‌‌31به‌‌eerf
تیگراد‌در‌ترموسایکلر‌گذاشمته‌سان‌درجه07دقیقه‌در‌دمای‌‌01مد ‌ه‌درب‌لوله‌ها‌را‌بسته‌و‌ب‌-2
 شود.‌‌می
 .شدبه‌آن‌افزوده‌‌11-3‌مطابق‌جدول گذاشته‌شده‌و‌مواد‌زیر‌بر‌روی‌یخ سپس‌لوله‌ها‌فوراً‌-3
 
‌ANDc  مواد‌مورد‌نیاز‌برای‌واکنش‌ساخت‌-11-3‌جدول
‌اجزا‌تشکیل‌دهنده‌)lµ ( جم‌
‌)satnemreF( reffuB X5 4
‌)Mm01(PTNd 2
‌)satnemreF(esatpircsnart esreveR 1
‌.گذاشته‌شد در‌ترموسایکر‌21-3جدول‌سپس‌درب‌لوله‌را‌بسته‌و‌طبق‌پروتکل‌دمایی‌-1
 
‌ANDc‌شرایط‌دمایی‌واکنش‌ساخت‌-21-3‌جدول
‌زمان‌دما
‌دقیقه01‌درجه‌سانتیگراد‌52
‌دقیقه‌01‌درجه‌سانتیگراد‌73
‌دقیقه‌54‌درجه‌سانتیگراد‌24
‌دقیقه01‌عال‌کردن‌آنزیم)(برای‌غیرف درجه‌سانتیگراد‌57
‌
 برای بررسی بیان ژن ها RCP emit laeRانجام واکنش  71-3-3
اسمتفاده‌‌1بمه‌صمور ‌نسمبی‌‌RCP emiT-laeRهای‌هدف‌از‌سیستم‌ جهت‌بررسی‌کمی‌بیان‌ژن
‌ها‌استفاده‌شد. ژن‌RCP emiT-laeRعنوان‌ژن‌رفرانس‌برای‌نرمال‌کردن‌نتایج‌ه‌ب‌M2βشد.‌از‌ژن‌
‌انجام‌شد.‌اول‌زیرطبق‌جد‌RCP emiT-laeRواکنش‌
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‌
‌X5.1relcyC thgiLدر‌دستگاه‌‌RCP emiT-laeRاجزای‌لازم‌برای‌واکنش‌‌-31-3جدول
‌اجزا‌تشکیل‌دهنده‌)lµ( جم‌
‌6.5
 RBYS amixaM X2(xiM retsaM
 ,xiM retsaM RCPq neerG
‌)satnemreF
‌)lomp01( remirP drawroF 0.5
‌)lomp01( remirP esreveR‌0.5
 )ANDc( etalpmeT 1
 O2Hid‌5.4
 emulov latoT‌31
 
‌ها‌ژن‌ RCP emiT-laeRبرنامه‌زمانی‌مرا ل‌واکنش‌‌-41-3جدول
‌سیکل‌زمان‌دما‌مر له
‌1‌دقیقه‌1‌59°‌C‌noitavitca emyznE
‌ثانیه‌5‌49°‌C‌noitarutaneD
 dna gnilaennA ‌04
‌ثانیه‌03‌06°‌C‌noitnetxE
‌ REBYS/MAFستگاه‌در‌انتهای‌مر له‌طویل‌شدن‌در‌کانالقرائت‌نشر‌فلورسانس‌توسط‌د
‌بود.
‌)‌بر‌روی‌نمونه‌ها‌انجام‌شد.‌51-3 جدول(طبق‌‌tleMبرنامه‌‌RCPبلافاصله‌بعد‌از‌انجام‌واکنش‌
‌gnitleM برنامه‌زمانی‌‌-51-3‌جدول
‌دمای‌انتهایی‌دمای‌اولیه‌مرا ل
‌59°‌C‌56°‌C‌شیب‌ رارتی
‌نتی‌گراد‌برای‌هر‌دفعه‌افزایش‌ رار درجه‌سا‌0/2‌افزایش‌ رارتی
‌زمان‌توقف
‌دقیقه‌برای‌اولین‌افزایش‌ رار 1
‌ثانیه‌برای‌دفعا ‌بعدی‌05
‌REBYS/MAFاز‌کانال‌‌GSجمع‌آوری‌طیف‌نشری‌فلورسانس‌ اصل‌از‌‌قرائت‌طیف‌نشری
‌
ررسی‌بیان‌برای‌ب‌و‌گزارش‌شد‌1صور ‌سیکل‌آستانهه‌،‌در‌نهایت‌نتایج‌بذوبپس‌از‌آنالیز‌منحنی‌
 شد.استفاده‌‌2TSERبرنامه‌‌ازها‌‌ژن
 
                                           
1
 )TC( dlohserhT elcyC 
2
 looT erawtfoS noisserpxE evitaleR 
 84
 
 با لیپوفکتامین: 392T-KEHترانسفکشن سلول های  4-3
برای‌انجام‌ترانسفکشن‌بسته‌به‌نوس‌پلیتی‌که‌سلول‌موردنظر‌در‌آن‌کشت‌داده‌شده‌است،‌میمزان‌
‌دقیقه‌انکوبه‌ممی‌کنمیم.‌سمپس‌5مخلوط‌کرده‌و‌‌MEM-itpOرا‌به‌همراه‌محیط‌ ANDمشخصی‌از‌
دقیقمه‌انکوباسمیون،‌5را‌با‌میزان‌مشخصی‌از‌لیپوفکتامین‌مخلوط‌کرده‌و‌پس‌از‌‌MEM-itpOمحیط‌
دقیقمه‌انکوباسمیون‌ممی‌کنمیم.‌‌02موردنظر‌اضافه‌می‌کنیم‌و‌‌ANDاین‌مخلوط‌را‌به‌محلول‌ اوی‌
‌مقادیر‌مورد‌نیاز‌برای‌انجام‌ترانسفکشن‌در‌جدول‌زیر‌آورده‌شده‌است.‌
‌
‌ورد‌نیاز‌برای‌ترانسفکشن‌با‌لیپوفکتامینمقادیر‌م -61-3جدول‌
مورد  ANDغلظت 
 استفاده
مقدار محیط مورد 
 نیاز
پلیت مورد  )Lµمقدار لیپوفکتامین(
 استفاده
‌llew69‌4.0‌Lµ001‌gn002
‌llew42‌4.0‌Lµ005‌gn008
‌llew21‌4.0‌Lm1‌gn0061
‌
 روی ژن های موردنظر: 481-Rimتست لوسیفراز برای بررسی تأثیر  5-3
تست‌لوسیفراز‌از‌جمله‌تست‌های‌مناسب‌برای‌بررسی‌نحوه‌تأثیر‌ژن‌ها‌روی‌یکمدیگر‌و‌سیسمتم‌
را‌در‌ 392T-KEHهمزار‌سملول‌51ژن‌های‌گزارش‌گر‌ممی‌باشمد.‌در‌تسمت‌لوسمیفراز،‌ابتمدا‌تعمداد‌
خانه‌به‌همراه‌محیط‌بدون‌آنتی‌بیوتیمک‌کشمت‌داده‌و‌فمردای‌آن‌روز‌سملول‌هما‌را‌بما‌69های‌‌پلیت
-isp ,1-OGNIL/IIkcehc-isp ,1L2lcB/IIkcehc-ispی‌ مماوی‌ژن‌هممای‌ممموردنظر(وکتورهمما
)‌با‌روش‌لیپوفکتامین‌ترانسفکت‌می‌کنیم.‌در‌این‌روش‌به‌تعدادی‌از‌سلول‌ها‌علاوه‌1-xoS/IIkcehc
را‌نیز‌اضافه‌می‌کنمیم.‌سملول‌همایی‌‌481-Rim-IIIitneLpبر‌اضافه‌کردن‌وکتورهای‌موردنظر،‌وکتور‌
ور‌ اوی‌ژن‌موردنظر‌را‌دارند،‌گروه‌کنترل‌محسوب‌می‌شوند‌و‌سلول‌هایی‌که‌علاوه‌بمر‌که‌تنها‌وکت
 را‌دارا‌می‌باشند،‌گروه‌تیمارشده‌محسوب‌ممی‌شموند.‌‌481-Rimوکتورهای‌گفته‌شده،‌وکتور‌ اوی‌
ساعت‌بعد‌از‌ترانسفکشن،‌سلول‌ها‌را‌بمرای‌انجمام‌تسمت‌لوسمیفراز‌آمماده‌ممی‌کنمیم.‌در‌تسمت‌‌84
محلمول‌‌زا‌Lµ02س‌از‌ترانسفکشمن،‌ابتمدا‌محمیط‌روی‌سملول‌هما‌را‌دور‌ریختمه،‌سمپس‌لوسیفراز‌پ
دقیقمه‌بما‌دور‌‌51)‌را‌روی‌سلول‌ها‌ریختمه‌و‌بمرای‌ممد ‌]BLP[ reffuB sisyL evissaPلیزکننده‌(
 yassA esareficuL(از‌محلمول‌‌Lµ51از‌نمونمه‌بمه‌هممراه‌‌Lµ5شیک‌می‌کنیم.‌سپس‌‌mpr00007
میکس‌کرده‌و‌داخل‌دستگاه‌قرار‌می‌دهیم.‌دستگاه‌عددی‌را‌به‌ما‌نشان‌می‌‌را‌IIRAL‌)II tnegaeR
را‌اضافه‌کرده‌و‌پس‌از‌ورتکس‌داخمل‌‌wolG dna potSاز‌محلول‌‌Lµ02دهد.‌سپس‌به‌این‌مخلوط،‌
دستگاه‌می‌گذاریم‌که‌عدد‌دوم‌را‌بخواند.‌از‌تقسیم‌عدد‌دوم‌به‌عدد‌اول‌و‌مقایسه‌بما‌نمونمه‌کنتمرل‌
‌افزایش‌بیان‌ژن‌مشخص‌می‌شود.‌میزان‌کاهش‌یا
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)،‌دو‌ژن‌که‌نشر‌نمور‌IIkcehc-ispدر‌وکتور‌طرا ی‌شده‌برای‌انجام‌تست‌لوسیفراز‌در‌این‌پروژه‌(
قمرار‌گرفتمه‌‌7T ضور‌دارند.‌این‌ژن‌ها‌تحت‌پروموتر‌)،‌‌+culhو‌‌culRhفلورسنتی‌را‌بر‌عهده‌دارند(‌
مورد‌نظر‌ژن‌‌ANRimاگر‌‌شده‌قرار‌می‌گیرند‌واند‌و‌به‌ترتیب‌در‌بالا‌دست‌و‌پایین‌دست‌ژن‌کلون‌
‌+culhنشر‌شده‌از‌ژن‌‌نور‌فلورسنت‌آن‌اتصال‌پیدا‌کرده‌و‌در‌نتیجه‌میزان‌هدف‌قرار‌دهد‌به‌مورد‌را
‌‌.کمتر‌می‌شود
‌MEM-itpO‌Lµ52لیپوفکتامین‌و‌‌Lµ4.0موردنظر‌را‌با‌‌ANDاز‌‌gn002برای‌ترانسفکشن‌میزان‌
دقیقه‌مخلوط‌را‌روی‌سلول‌ها‌ریخته‌و‌با‌اضافه‌‌02به‌می‌کنیم.‌پس‌ازدقیقه‌انکو‌02مخلوط‌کرده‌و‌
مقمادیر‌‌ساعت‌بعد‌تست‌را‌انجام‌می‌دهمیم.‌‌84تعدادی‌از‌نمونه‌ها‌را‌تیمار‌کرده‌و‌‌481-Rimکردن‌
‌استفاده‌شده‌برای‌انجام‌تست‌لوسیفراز‌در‌جدول‌زیر‌آورده‌شده‌است.
‌
‌سفکشن‌در‌تست‌لوسیفرازمقادیر‌لازمه‌برای‌انجام‌تران‌-71-3‌جدول
 جم‌
نهایی‌
‌)Lµ(
تعدادسلول‌در‌
 llew69پلیت‌
-itpO 481-Rim
 )Lµ (MEM
-ispوکتور‌لیپوفکتامین AND
 /IIkcehc
 1L2lcB Lµ4.0 gn001 Lµ52 gn001 00051 Lµ 05
 1-OGNIL Lµ 4.0 gn001 Lµ52 gn001 00051 Lµ 05
 1-xoS Lµ 4.0 gn001 Lµ52 gn001 00051 Lµ 05
‌
 بیان آنتی ژن های الیگودندروسیتییمونوسیتوشیمی برای بررسی ا 6-3
ایمونوسیتوشمیمی‌روشمی‌بمرای‌تشمخیص‌پمروتئین‌هما‌و‌پپتیمدهای‌سملولی‌اسمت‌کمه‌در‌آن‌از‌
بیومولکول‌های‌ویژه‌آن‌پپتیدها‌و‌پروتئین‌ها‌که‌غالباً‌آنتی‌بادی‌نامیده‌می‌شوند،‌استفاده‌می‌شود.‌
گر‌مانند‌فلوروفور،‌آنزیم‌و‌یا‌رنگ‌فلورسنتی‌متصل‌هسمتند‌و‌بسمته‌این‌آنتی‌بادی‌ها‌به‌یک‌گزارش‌
به‌نوس‌گزارش‌گر‌متصل‌به‌آنتی‌بادی،‌روش‌تشخیص‌بیان‌آنتی‌ژن‌نیز‌متفماو ‌ممی‌باشمد.‌در‌ایمن‌
‌sCSPNسملول‌همای‌‌متصل‌می‌باشد.‌برای‌انجام‌این‌آزمایش، PRHآزمایش،‌آنتی‌بادی‌ثانویه‌ما‌به‌
سملول‌ 6,5,4داده‌شدند‌و‌برای‌بررسی‌میزان‌تمایز‌آن‌ها‌در‌روزهمای‌در‌محیط‌کشت‌تمایزی‌کشت‌
%‌سرد‌بمه‌محمیط‌روی‌4%‌فیکس‌کردیم.‌برای‌فیکس‌سلول‌ها‌کمی‌پارافرمالدهید03  1ها‌را‌با‌تلاقی
دقیقه‌محیط‌به‌همراه‌پارافرمالدهید‌را‌دور‌ممی‌ریمزیم.‌سمپس‌روی‌ 5سلول‌ها‌اضافه‌کرده‌و‌پس‌از‌
دقیقه‌در‌دمای‌اتماق‌قمرار‌ 5دقیقه‌در‌یخچال‌و‌ 02سرد‌را‌اضافه‌کرده‌و‌% 4ید‌سلول‌ها‌پارافرمالده
بار‌شست‌وشو‌می‌2‌ ،SBPمی‌دهیم.‌بعد‌از‌قرار‌دادن‌در‌دمای‌اتاق،‌پارافرمالدهید‌را‌دور‌ریخته‌و‌با‌
دقیقمه‌در‌ 54%‌اضمافه‌کمرده‌و‌5دهیم.‌اگر‌آنتی‌بادی‌مورد‌نظر‌سطحی‌باشد،‌سرم‌بزی‌را‌با‌غلظمت‌
ی‌اتاق‌قرار‌داده‌و‌سپس‌آنتی‌بادی‌اولیه‌را‌با‌غلظت‌مشخص‌شده‌در‌پروتکل‌آنتی‌بمادی‌کمه‌بما‌‌دما
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رقیق‌شده‌است،‌روی‌سلول‌ها‌ریخته‌و‌یک‌شبانه‌روز‌در‌یخچال‌انکوبه‌ممی‌کنمیم.‌اگمر‌‌%1.0ASB
مد ‌‌بار‌و‌هر‌بار‌برای‌3آنتی‌بادی‌مورد‌نظر‌داخل‌سیتوپلاسمی‌باشد،‌قبل‌از‌اضافه‌کردن‌سرم‌بزی،
، SBPبار‌شست‌و‌شو‌بما‌2شست‌وشو‌داده‌و‌پس‌از‌‌ %4.0 001X-notirTسلول‌ها‌را‌با‌دقیقه‌ 01-5
مرا ل‌بعدی‌را‌تکرار‌می‌کنیم.‌بعد‌از‌قرار‌گرفتن‌سلول‌ها‌به‌ممد ‌یمک‌شمبانه‌روز‌در‌آنتمی‌بمادی‌
دقیقمه‌ 5ر‌و‌همر‌بما‌ بار3 %1.0neewTشست‌و‌شو‌می‌دهیم.‌سپس‌با‌‌SBPبار‌با‌2اولیه،‌سلول‌ها‌را‌
در‌دممای‌ %1ASBدقیقمه‌بما‌ 03شست‌و‌شو‌می‌دهیم.‌پس‌از‌شست‌و‌شو،‌سلول‌ها‌را‌برای‌ممد ‌
روی‌سلول‌ها‌ریخته‌و‌‌0001:1پس‌از‌انکوباسیون،‌آنتی‌بادی‌ثانویه‌را‌با‌غلظت‌اتاق‌انکوبه‌می‌کنیم.‌
محلمول‌‌وشسمت‌و‌شمو‌داده‌ SBPیک‌ساعت‌در‌انکوباتور‌قمرار‌ممی‌دهمیم.‌سمپس‌سملول‌هما‌را‌بما‌
دقیقمه‌ 5دقیقه‌به‌سلول‌هما‌اضمافه‌کمرده‌و‌پمس‌از‌ 5را‌به‌مد ‌‌)enidiznebonimaiD ’3,3(BAD
ثانیمه‌ 02سلول‌ها‌را‌با‌آب‌مقطر‌می‌شوییم.‌سپس‌با‌هماتوکسیلین‌سلول‌ها‌را‌رنگ‌کرده‌و‌پمس‌از‌
بین‌بمرود.‌سلول‌ها‌را‌با‌آب‌مقطر‌شست‌و‌شو‌می‌دهیم‌تا‌زمانی‌که‌رنگ‌ اصل‌از‌هماتوکسیلین‌از‌
سپس‌زیر‌میکروسکوپ‌میزان‌بیان‌آنتمی‌ژن‌همای‌متصمل‌بمه‌آنتمی‌بمادی‌را‌مشماهده‌ممی‌کنمیم‌و‌
‌های‌تیمار‌شده‌را‌با‌نمونه‌کنترل‌مقایسه‌می‌کنیم.‌نمونه
وسترن بلاتینگ روی نمونه های پروتئینی استخراج شده از سلول های هفته دوم و  7-3
 سوم:
باشمد‌کمه‌در‌های‌ایمونولوژیمک‌ممی‌ها‌برپایه‌روشی‌پروتئینهای‌ارزیابوسترن‌بلا ‌یکی‌از‌روش
توانمد‌ممورد‌های‌نوترکیمب‌ممی‌های‌مختلف‌از‌جمله‌فرآیندهای‌پایین‌دستی‌در‌تولید‌پروتئین یطه
‌استفاده‌قرار‌گیرد.‌
رود‌کمه‌از‌دو‌مر لمه‌کمار‌ممی‌ه‌وسترن‌بلا ‌برای‌شناسایی‌پروتئین‌و‌ارزیمابی‌یکپمارچگی‌آن‌بم‌
تشکیل‌شده‌اسمت.‌از‌تکنیمک‌الکتروفمورز‌بمرای‌‌2گذاریو‌لکه‌1آمیدآکریلر‌روی‌ژل‌پلیالکتروفورز‌ب
یید‌هوموژن‌بودن‌یک‌نمونمه‌بررسی‌زیروا دهای‌تشکیل‌دهنده،‌تأها،‌جداسازی‌مخلوطی‌از‌پروتئین
در‌‌EGAP_SDSشمود.‌ها‌برای‌کاربردهای‌دیگمر‌اسمتفاده‌ممی‌سازی‌پروتئینپروتئینی‌و‌برای‌خالص
آمید‌به‌عنموان‌آکریلآمید‌و‌بیسآکریلیک‌الکتروفورز‌یک‌بعدی‌است‌که‌در‌آن‌از‌بستر‌پلی قیقت‌
ها‌بار‌منفی‌گرفتمه‌و‌بمه‌ایمن‌همه‌پروتئین‌SDSشود.‌در‌این‌پروسه‌با‌استفاده‌از‌پایه‌ژل‌استفاده‌می
ز‌ژل‌گیمرد.‌در‌الکتروفمور‌هما‌صمور ‌ممی‌‌ها‌بر‌روی‌ژل‌براساس‌وزن‌مولکمولی‌آن‌‌ترتیب‌ رکت‌آن
ها‌از‌میان‌منافذ‌موجود‌در‌ماتریکس‌در‌اثر‌میدان‌الکتریکی‌تولید‌شده‌پروتئین‌)EGAP(آمید‌آکریل
ها‌توسط‌منافذ‌ژل‌و‌همچنین‌سایز،‌بار‌و‌شکل‌پمروتئین‌کنند.‌سرعت‌ رکت‌پروتئینژل‌ رکت‌می
‌FDVP‌یما‌‌تروسلولزنی‌کاغذ‌به‌ژل‌از‌شده‌الکتروفورز‌های پروتئین‌بلاتینگ‌مر له‌در‌شود.تعیین ‌می
‌الکتروفمورز‌‌در‌.گیرنمد‌ می‌قرار‌شناسایی‌مورد‌اختصاصی‌بادی آنتی‌از‌استفاده‌با‌سپس‌و‌شده‌منتقل
‌از‌هما‌ پروتئین‌عبور‌با‌همزمان)‌SDS  ضور‌در‌مثال‌عنوان‌به(‌کننده‌دناتوره‌شرایط‌تحت‌بعدی‌یک
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‌از‌مولکمولی‌‌سمایز‌‌براسماس‌‌هما‌ ینپروتئ‌،(+)‌آند‌الکترود‌سمت‌به‌آمید آکریل پلی‌ژل‌ماتریکس‌میان
‌بخمش‌‌شمامل‌‌کمه‌‌قسممتی‌‌دو‌صمور ‌‌به‌تکنیک‌این‌در‌استفاده‌مورد‌ژل.‌شوند می‌تفکیک‌یکدیگر
‌قرار leG gnikcatS بخش‌آن‌روی‌بر‌و‌است leG gninnuR/gnitarapeS/gnivloseR نام‌به‌ژل‌اصلی
‌.شوند می‌ مایت‌الکتروفورز‌دستگاه‌در‌ای شیشه‌صفحا ‌توسط‌مجموعه‌این‌که‌گیرد می
‌صمور ‌‌بمه‌‌تکنیمک‌‌ایمن‌‌در‌اسمتفاده‌‌ممورد‌‌پروتئینی‌های نمونهبرای‌انجام‌آزمایش‌باید‌در‌ابتدا‌
‌ا یماء‌‌منظمور‌‌بمه‌.‌گیمرد‌ ممی‌‌صمور ‌‌SDS‌ ضور‌در‌ها‌آن‌جوشاندن‌با‌عمل‌این‌که‌درآیند‌محلول
‌کننمده‌‌ا یماء‌‌بما ‌ترکی‌از‌معمولاً‌ها‌آن‌سازی محلول‌به‌کمک‌و‌ها پروتئین‌در‌موجود‌S-S‌باندهای
‌ممورد‌‌ژل‌سمایز‌‌بررسی،‌مورد‌های نمونه‌تعداد‌براساس‌ابتدا‌.شود می‌استفاده‌نیز‌EM-2/TTD‌نظیر
‌نمونمه،‌‌ جمم‌‌براسماس‌.‌کنمیم‌ ممی‌‌انتخاب‌را‌نمونه‌ جم‌با‌مناسب‌ای شیشه‌های پلیت‌سپس‌نظر،
‌پمروتئین‌‌ جمم‌‌چمه‌‌همر‌‌که‌دارد،‌وجود‌متری میلی‌5.1‌و‌1‌،57.0‌های اندازه‌با‌هایی etalP recapS
 trohS نمام‌‌به‌دیگری‌شیشه.‌کنیم می‌استفاده)‌متر‌میلی5.1(‌بزرگتر‌اندازه‌از‌باشیم‌داشته‌بیشتری
‌فمراوان‌‌آب‌با‌را‌ها شیشه‌کار‌شروس‌از‌قبل.‌گیرد می‌قرار etalP recapS روی‌بر‌که‌دارد‌وجود etalP
‌بما‌‌سمپس‌.‌نباشمد‌‌آن‌روی‌بمر‌‌اثری‌یا‌هلک‌گونه هیچ‌تا‌کنیم می‌آبکشی‌دیونیزه‌مقطر‌آب‌با‌و‌شسته
‌هما‌‌پایمه‌‌درون‌و‌داده‌قمرار‌‌همم‌‌روی‌بمر‌‌را‌ها‌شیشه‌سپس.‌کنیم می‌خشک‌کاملاً‌و‌تمیز%‌07‌الکل
‌.کنیم می‌فیکس
‌05‌فمالکون‌‌لوله‌یک‌در‌نظر‌مورد‌درصد‌با‌متناسب‌را‌نیاز‌مورد‌اجزاء‌تمام‌ابتدا‌ژل‌هر‌تهیه‌برای
 ممی‌‌اضمافه‌‌انتهما‌‌در‌دارنمد‌‌کاتمالیزوری‌‌نقش‌که‌را‌SPA & DEMET‌فقط‌نموده‌اضافه‌لیتری میلی
‌سریعاً‌و‌کرد‌مخلوط‌آرامی‌به‌را‌ژل‌دهنده‌تشکیل‌مواد‌بلافاصله‌باید‌ها‌آن‌افزودن‌از‌بعد‌چون‌کنیم
‌.ریخت‌ای شیشه‌های پلیت‌بین‌فضای‌در
 تریس‌بافر‌یا‌رمقط‌آب‌با‌را‌ژل‌سطح‌و‌ریخته‌دور‌را‌رویی‌الکل‌لایه‌ژل‌بستن‌از‌اطمینان‌از‌پس
  leg gnikcatSبعد‌و‌کرده‌خشک‌کاملا‌کن‌خشک‌کاغذ‌با‌سپس.‌شوییم می‌کامل‌طوره‌ب‌ 8.8=Hp
‌لیتمری‌ میلمی‌‌51‌فمالکون‌‌لولمه‌‌یمک‌‌در‌مربوطه‌جدول‌مطابق%‌5‌غلظت‌و‌نیاز‌مورد‌ جم‌براساس‌را
 ممی‌‌ای شیشمه‌‌یها پلیت‌بالایی‌لبه‌نزدیکی‌تا leg gnivloseR روی‌و‌کرده‌آماده‌قبل‌روش‌همانند
‌.ریزیم
‌و‌منافذ‌تمامی‌ژل‌که‌ای گونه‌به‌کنیم می‌فرو leg gnikcatS محلول‌در‌آرامی‌به‌را‌شانه‌بلافاصله
‌یا‌ها‌چاهک‌زیر‌هوایی‌ باب‌گونه‌هیچ‌تا‌کنیم می‌دقت‌ضمناً.‌کند‌پر‌را‌شانه‌بین‌و‌اطراف‌فضاهای
‌.است nim 02-51‌ دود‌اتاق‌دمای‌در‌ژل‌بستن‌برای‌نیاز‌مورد‌زمان.‌نشود‌ایجاد‌ها‌آن‌اطراف
‌دسمتگاه‌‌تانمک‌‌در‌خمود‌‌جایگماه‌‌در‌را‌ای شیشه‌های پلیت‌و‌آماده‌ژل‌مجموعه‌ژل،‌بستن‌از‌پس
‌بما‌‌را‌تانمک‌‌پایینی‌و‌بالایی‌محفظه‌سپس‌.کنیم می‌محکم‌خود‌جای‌در‌را‌آن‌و‌داده‌قرار‌الکتروفورز
‌بمدون‌‌و‌دقمت‌‌با‌سپس.‌بپوشاند‌را‌کاتد‌و‌آند‌ایالکتروده‌کاملاً‌که‌ای گونه‌به‌پرکرده‌الکتروفورز‌بافر
‌ آوریم. می‌بیرون‌ژل‌داخل‌از‌را‌شانه‌چاهک،‌های دیواره‌به‌زدن‌آسیب
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‌لولمه‌‌یک‌در‌  X5 reffub elpmasبا‌1:4‌نسبت‌به‌را‌ها‌آن‌پروتئینی،‌های نمونه‌کردن آماده‌برای
‌در‌شمود‌‌دقمت‌.‌(جوشانیم می‌قهدقی‌01-5‌مد ‌به‌درجه‌001‌دمای‌در‌و‌نموده‌مخلوط‌1/5‌اپندورف
 SDS ننممود‌‌اضمافه‌‌از‌بعمد‌‌و‌قبل‌کننده،‌لیز‌بافر‌در‌پروتئاز‌های کننده‌مهار‌از‌استفاده‌عدم‌صور 
‌پروتئینازهمای‌‌تما‌‌کنمیم‌ ممی‌‌نگهمداری‌‌یخ‌روی‌را‌ها نمونه‌ها،‌آن‌جوشاندن‌زمان‌تا reffub elpmas
‌.)نشوند‌آن‌تخریب‌سبب‌نمونه‌در‌موجود
‌وسمیله‌ه ‌ب‌نظر‌مورد‌ترتیب‌به‌را)‌پروتئینی‌مارکر(‌مولکولی‌وزن‌استاندارد‌و‌شده‌هآماد‌های نمونه
‌قرار‌نظر‌مورد‌چاهک‌در‌دقیقاً‌نمونه‌هر‌تا‌ریزیم می‌دقت‌با‌و‌آرامی‌به‌مربوطه‌های چاهک‌در‌سمپلر
‌.گیرد
‌گاهدسمت‌‌ولتماژ‌‌و‌نموده‌وصل‌ylppus rewop‌به‌صحیح‌طور‌به‌را‌الکتروفورز‌رابط‌های سیم‌سپس
‌ژل،‌انتهمای‌‌بمه‌‌بروموفنل‌رنگ‌رسیدن‌از‌بعد.‌کنیم می‌nur‌را‌ژل‌و‌کرده‌تنظیم‌ولت‌051‌روی‌بر‌را
‌بمه‌‌بعمد‌.‌کنمیم‌ ممی‌‌خشک‌و‌شسته‌خوبیه ‌ب‌و‌کرده‌باز‌را‌ای شیشه‌های پلیت‌کرده،‌قطع‌را‌جریان
‌کممک‌‌بما‌‌یمز‌ن‌را‌leg gnikcatS‌قسممت‌‌و‌کمرده‌‌جمدا‌‌همم‌‌از‌recaps‌از‌استفاده‌با‌را‌ها شیشه‌آرامی
‌.بریم می‌recaps
.‌بمریم‌ ممی‌‌هما‌ ژل‌انمدازه‌‌به‌را FDVP یا‌نیتروسلولز‌کاغذ‌کرده،‌پر‌X1‌انتقال‌بافر‌از‌را‌ژل‌سینی
‌آب‌با‌بعد‌گذاشته%‌001‌متانول‌در‌ثانیه‌چند‌را آن‌ابتدا‌است،‌هیدروفوب‌خیلی‌چون  FDVP  کاغذ
‌کاملا‌تا‌دهیم می‌قرار‌انتقال‌بافر‌در‌را آن‌سپس‌و)‌کردن‌ور غوطه‌با(‌شوییم‌می‌کاملا‌دیونیزه‌مقطر
‌.بخورد‌خیس
‌سماندویچ‌‌تهیمه‌‌بمه‌‌شمروس‌‌زیمر‌‌ترتیب‌به‌سیاه‌طرف‌از‌و‌کرده‌باز‌ژل‌سینی‌داخل‌را‌مربوطه‌قاب
‌:کنیم‌می‌بلاتینگ
‌قاب‌سیاه‌طرف‌-1
‌اسفنج‌-2
‌صافی‌کاغذ‌-3
‌ژل‌-4
‌و‌ژل‌بین‌های  باب‌غلتک،‌یک‌از‌استفاده‌با‌مر له‌این‌در) ‌FDVP( یا‌نیتروسلولز‌غشاء‌-5
‌.بریم می‌بین‌از‌را‌غشاء
‌صافی‌کاغذ‌-6
‌اسفنج‌-7
‌قاب‌سفید‌طرف‌-8
‌و‌کمرده‌‌پمر‌‌X1‌انتقال‌بافر‌با‌را‌قاب‌بالایی‌لبه‌تا‌تانک،‌داخل‌آن‌قراردادن‌و‌ساندویچ‌تهیه‌از‌بعد
پلمی‌آکریمل‌‌پس‌از‌پایان‌انتقمال،‌ژل‌‌.کنیم می‌nur‌دقیقه‌09-07‌مد ‌به‌004‌Am‌آمپر‌در‌سپس
-آمیزی‌کرده‌و‌سپس‌با‌محلمول‌رنمگ‌آمیزی‌کوماسی‌بلو‌به‌مد ‌یک‌شب‌رنگروش‌رنگ‌اآمید‌را‌ب
‌ها‌مطمئن‌شویم.‌بعمد‌آن‌کنیم‌تا‌از‌میزان‌انتقال‌پروتئینبری‌می%)‌فیکس‌و‌رنگ01بر(اسید‌استیک‌
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که‌بمرای‌چنمد‌مماه‌قابمل‌‌بندیمرا‌داخل‌کیسه‌پلاستیک‌قرار‌داده‌و‌کاملاً‌با‌ رار ،‌اطراف‌آن‌را‌می
نگهداری‌است.‌برای‌ایمونوبلاتینگ‌ابتدا‌غشاء‌را‌در‌یک‌ظرف‌پلاستیکی‌قرار‌داده‌و‌روی‌آن‌محلمول‌
ساعت‌در‌دمای‌اتماق‌بمر‌روی‌‌2را‌به‌مد ‌ سپس‌آن‌.را‌بپوشاند می‌ریزیم‌تا‌کاملاً‌آن‌‌gnikcolB
‌کنیم.‌شیکر‌انکوبه‌می
،‌%5‌)(شیر‌خشک‌klim demmikSروند‌عبارتند‌از: ‌می‌کاره‌موادی‌که‌برای‌مر له‌بلاکینگ‌ب
‌.%5-3‌ASB،‌%5ژلاتین‌
‌کنیم.استفاده‌می‌X1 SBTبه‌منظور‌رقیق‌کردن‌مواد‌بلاکینگ‌از‌بافر‌
بادی‌اولیه‌نیز‌باید‌به‌بادی‌اولیه‌انکوبه‌کنیم.‌آنتیبعد‌از‌اتمام‌مر له‌بلاکینگ،‌غشاء‌را‌باید‌با‌آنتی
%‌بمافر‌2-5.0 ماوی‌‌X1 SBTبمادی،‌در‌مربوط‌بمه‌هممان‌آنتمی‌‌teehsataDنسبت‌مشخص‌شده‌در‌
بادی‌اولیه‌را‌روی‌شیکر‌قرار‌داده‌و‌به‌مد ‌یک‌شب‌در‌بلاکینگ،‌رقیق‌گردد.‌غشاء‌غوطه‌ور‌درآنتی
‌کنیم.یخچال‌انکوبه‌می
‌کنمیم‌آوری‌ممی‌را‌درون‌یک‌لوله‌فالکون‌برای‌استفاده‌مجدد‌جمع‌بادی‌آنروز‌بعد‌محتویا ‌آنتی
توان‌به‌آن‌سدیم‌آزایمد‌اضمافه‌بادی‌می(نگهداری‌در‌یخچال)،‌به‌منظور‌جلوگیری‌از‌آلوده‌شدن‌آنتی
داریمم.‌‌SBTیما‌‌TSBTدقیقمه‌بما‌‌51-01بادی‌اولیه،‌سه‌مر له‌شستشوی‌بعد‌از‌برداشتن‌آنتی‌کرد.
بمادی‌ثانویمه‌یبعد‌از‌شستشو‌نوبت‌به‌افزودن‌آنت‌تمام‌مرا ل‌شستشو‌باید‌بر‌روی‌شیکر‌انجام‌گیرد.
رقیمق‌شمود.‌‌X1 SBTبادی‌اولیه‌طبق‌دسمتورالعمل‌بایمد‌در‌بادی‌ثانویه‌نیز‌مانند‌آنتیرسد.‌آنتیمی
کنیم‌و‌در‌دمای‌اتاق‌به‌مد ‌یک‌تما‌دو‌سماعت‌روی‌بادی‌ثانویه‌رقیق‌شده‌را‌با‌غشاء‌مجاور‌میآنتی
بمادی‌گه‌است.‌با‌توجه‌به‌نموس‌آنتمی‌کنژو‌PRHبادی‌ثانویه‌مورد‌استفاده،‌آنتیکنیم.‌شیکر‌انکوبه‌می
 کنیم.بادی‌ثانویه‌را‌انتخاب‌میاولیه‌که‌در‌چه‌ یوانی‌تولید‌شده‌باشد‌یعنی‌موش‌یا‌خرگوش،‌آنتی
براساس‌پروتکمل‌کیمت‌ در‌پایان‌نیز‌باند‌اختصاصی‌پروتئینی‌را‌به‌روش‌لومینسانس‌شناسایی‌کردیم.
را‌با‌مخلوط‌‌PRHحلول‌آماده‌کار‌سوبسترای‌آنزیمو‌غیره)‌ابتدا‌م‌mahcremA،‌ehsoRلومینسانس‌(‌
کنیم‌(در‌مجاور ‌نور‌نباشد)‌و‌بعمد‌در‌آماده‌می‌2و‌‌1های‌شماره‌های‌مناسب‌از‌محلولنمودن‌ جم
ای‌از‌فمیلم‌ سماس‌را‌در‌اتماق‌تاریمک‌قطعمه‌ ریمزیم.‌اتاق‌تاریک‌زیر‌نور‌قرمز‌روی‌سطح‌غشماء‌ممی‌
-بندیم.‌اجازه‌ممی‌روی‌غشاء‌گذاشته‌و‌درب‌کاست‌محافظ‌را‌می‌رامتناسب‌با‌اندازه‌غشاء‌بریده‌و‌آن
دقیقه‌با‌غشاء‌مجاور‌باشد‌تا‌اثر‌نور‌ اصل‌از‌واکنش‌آنزیم‌و‌سوبسمترا‌بمر‌روی‌‌5دهیم‌فیلم‌به‌مد ‌
دقیقه‌در‌محلول‌ظهور‌قرار‌داده‌تا‌فیلم‌بانمدهای‌‌3-2فیلم‌نقش‌ببنندد.‌سپس‌فیلم‌را‌خارج‌کرده‌و‌
دقیقمه‌در‌محلمول‌‌2دقیقه‌در‌آب،‌بمه‌ممد ‌‌1و‌پس‌از‌شستشو‌دادن‌به‌مد ‌ اصل‌را‌ظاهر‌شود‌
  دهیم.دقیقه‌شستشو‌می‌1فیکساتور‌ثابت‌کرده‌سپس‌به‌مد ‌
 آماده سازی پلاسمید برای تزریق: -8-3
مخلوط‌کرده‌و‌به‌ جمم‌‌x1reffub neerGپلاسمیدی‌را‌با‌رنگ‌‌ANDاز‌‌gµ1‌–‌5.0میزان‌
‌میکرولیتر‌می‌رسانیم.‌001
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 oviv niانجام آزمایش  -9-3
وا د‌بمه‌ازای‌‌002روزه‌را‌انتخاب‌کرده‌و‌با‌رعایت‌قوانین‌اخلاقی،‌میزان‌‌5.21موش‌های‌باردار‌
گرم‌داروی‌بیهوشی‌کتامین‌زایلیزین‌را‌به‌صور ‌داخمل‌صمفاقی‌تزریمق‌ممی‌کنمیم.‌پمس‌از‌‌02هر‌
ها‌را‌به‌آرامی‌از‌یک‌شماخه‌‌بیهوش‌شدن‌موش‌و‌بررسی‌رفلکس‌موش،‌شکم‌آن‌را‌باز‌کرده‌و‌جنین
ر می‌موش‌خارج‌کرده‌و‌پلاسمید‌آماده‌شده‌را‌به‌مغز‌موش‌ها‌تزریق‌می‌کنیم.‌پس‌از‌تزریمق،‌بما‌
میلی‌ثانیمه‌ایجماد‌ممی‌کنمیم.‌پمس‌از‌‌5ولت‌را‌به‌میزان‌‌83استفاده‌از‌دستگاه‌الکتروپوریشن‌پالس‌
و‌بخیه‌می‌زنیم.‌باید‌مراقب‌باشمیم‌کمه‌در‌‌انجام‌الکتروپوریشن،‌جنین‌ها‌را‌به‌آرامی‌وارد‌شکم‌کرده
 ین‌جرا ی‌جنین‌ها‌خشک‌نشوند.‌برای‌جلوگیری‌از‌این‌عمل‌از‌نرمال‌سالین‌استفاده‌ممی‌کنمیم.‌
درجه‌سانتیگراد‌باشمد.‌پمس‌از‌زدن‌بخیمه‌مموش‌هما‌را‌در‌قفمس‌‌73هم‌چنین‌دمای‌بخش‌جرا ی‌
‌2OCروز‌موش‌ها‌را‌با‌روش‌‌2.‌پس‌از‌گذاشته‌و‌آب‌و‌غذای‌آن‌ها‌را‌در‌دسترسشان‌قرار‌می‌دهیم
تزریق‌می‌کنیم‌تا‌موش‌بمیرد.‌سپس‌شکم‌موش‌ها‌را‌باز‌کرده‌و‌شاخه‌تزریق‌شده‌و‌کنترل‌را‌بیرون‌
و‌پروتئین‌را‌انجام‌می‌دهیم‌(‌مشمابه‌اسمتخراج‌‌ANRآورده‌و‌مغز‌آن‌ها‌را‌جدا‌می‌کنیم.‌استخراج‌
لیز‌بافت‌مغز‌اضافه‌می‌شود.‌بافر‌لیمز‌کننمده‌بمه‌‌و‌پروتئین‌گفته‌شده،‌تنها‌یک‌مر له‌برای‌ ANR
‌دقیقه‌با‌ داکثر‌سرعت‌می‌گذاریم.)‌51همراه‌بافت‌داخل‌دستگاه‌لیز‌کننده‌برای‌مد ‌
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 نتایج مربوط به تهیه سازه مورد نیاز برای انجام پروژه -1-4
 481-Rim-IIIitneLpنتیجه استخراج پلاسمید  -1-1-4
که‌طبق‌نکا ‌ذکر‌شده‌در‌بخش‌مواد‌و‌روش‌ها‌برای‌انجمام‌ایمن‌‌481-Rim-IIIitneLpپلاسمید‌
سماعته‌اسمتخراج‌گردیمد‌و‌‌61پروژه‌انتخاب‌گردید‌ابتدا‌از‌باکتری‌ اوی‌این‌پلاسمید‌پس‌از‌کشت‌
پلاسمید‌به‌‌برده‌شد‌تا‌بررسی‌شود‌که‌1سپس‌این‌پلاسمیدهای‌استخراج‌شده‌روی‌ژل‌الکتروفورز‌%
درستی‌استخراج‌شده‌است.‌از‌طرف‌دیگر‌این‌ژل‌نشان‌دهنده‌میزان‌غلظت‌پلاسمید‌استخراج‌شمده‌
‌نیز‌بود.
استخراج‌شمده‌روی‌ژل‌آگمارز‌در‌شمکل‌‌481-Rim-IIIitneLpنتایج‌ اصل‌از‌الکتروفورز‌پلاسمید‌
‌دیده‌می‌شود.‌1-4شماره‌
 
‌481-Rim-IIIitneLp،‌چاهک‌دوم‌پلاسمید‌noRoiBه از شرکت خریداری شد bk1چاهک‌اول‌نردبان‌ژنی‌‌-1-4شکل
 
 ,2XAPspبا استفاده از پلاسمیدهای  T392 KEHنتایج ترانسفکت سلول های  -2-4
 با روش کلسیم فسفات ,481-Rim-IIIitneLp G2DMp
ایمن‌وکتمور‌را‌بمه‌هممراه‌دو‌پلاسممید‌دیگمر،‌‌481-Rim-IIIitneLpجهت‌بررسی‌عملکرد‌وکتمور‌
گردیمد.‌‌T392 KEHبما‌اسمتفاده‌از‌روش‌کلسمیم‌فسمفا ‌وارد‌سملول‌همای‌‌،2XAPsp‌و G2DMp
در‌صور ‌عملکرد‌صمحیح‌‌481-Rim-IIIitneLpبا‌وکتور‌‌T392 KEHآزمایش‌ترانسفکت‌سلول‌های‌
در‌وکتور،‌باید‌همراه‌با‌سبز‌رنگ‌شدن‌سلول‌هایی‌کمه‌‌PFGبا‌توجه‌به‌وجود‌ژن‌کد‌کننده‌پروتئین‌
ها‌راه‌یافته‌است،‌باشد.‌این‌موضوس‌به‌این‌دلیل‌می‌باشد‌کمه‌پمروتئین‌فلورسمنت‌ وکتور‌به‌درون‌آن
‌سبز‌در‌زیر‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌به‌رنگ‌سبز‌دیده‌می‌شود.
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و‌کنتمرل‌انجمام‌گرفمت.‌در‌‌481-Rim-IIIitneLpترانسفکت‌سلول‌ها‌در‌دو‌گروه‌تیمار‌بما‌وکتمور‌
سیم‌فسفا ‌صور ‌می‌پذیرد‌و‌هیچ‌وکتوری‌به‌گروه‌کنترل‌عمل‌ترانسفکت‌تنها‌با‌بافرهای‌روش‌کل
 2XAPspافزوده‌نمی‌گردد.‌قابل‌ذکر‌است‌کمه‌پلاسممیدهای‌‌T392 KEHمحیط‌کشت‌سلول‌های‌
 و‌پلاسممید‌باشمد‌بموده‌کمه‌تولیمد‌کننمده‌پمروتئین‌همای‌سیتوپلاسممی‌ویمروس‌ممی‌‌ gag ماوی‌
-IIIitneLpن‌می‌کند.‌می‌باشد‌که‌پروتئین‌های‌پوششی‌ویروس‌را‌بیا‌G-VSV اوی‌ژن‌G2DMp
می‌باشد‌که‌در‌این‌پروژه‌مورد‌بررسی‌قرار‌می‌گیرد.‌این‌سه‌وکتور‌با‌‌481-Rimنیز‌ اوی‌‌481-Rim
را‌ترانسفکت‌می‌کنند‌و‌تولید‌ویروس‌در‌این‌سلول‌ها‌‌T 392 KEHروش‌کلسیم‌فسفا ‌سلول‌های‌
‌صور ‌می‌گیرد.
)‌تحمت‌کنتمرل‌پرومموتر‌PFGرسمنت‌سمبز‌(‌ژن‌پمروتئین‌فلو‌‌IIIitneLpبا‌توجه‌به‌ساختار‌وکتور‌
عمل‌رونویسی‌را‌انجام‌می‌دهد.‌از‌‌IIپلی‌مراز‌‌ANRمی‌گردد.‌این‌پروموتر‌با‌استفاده‌از‌بیان‌ VMC
‌تحت‌کنترل‌همین‌پروموتر‌بیان‌می‌شود.نیز‌‌481-Rimطرف‌دیگر‌ژن‌
بمه‌درون‌‌همانگونه‌که‌اشاره‌گردید‌در‌صور ‌انجمام‌درسمت‌عممل‌ترانسفکشمن‌و‌ورود‌وکتورهما‌
ها‌و‌همچنین‌عملکرد‌درست‌پروموتر‌سلول‌های‌ترانسفکت‌شده‌زیر‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌بمه‌‌سلول
رنگ‌سبز‌دیده‌خواهند‌شد.‌از‌طرف‌دیگر‌در‌گروه‌کنترل‌با‌توجه‌به‌عمدم‌افمزوده‌شمدن‌همیچ‌گونمه‌
‌وکتوری‌سلول‌ها‌نباید‌سبز‌شوند.
سکوپ‌فلورسنت‌ممی‌باشمد.‌در‌ایمن‌زیر‌میکرو‌T392 KEHنشان‌دهنده‌سلول‌های‌‌-2-4شکل‌
ترانسفکت‌شده‌انمد‌ولمی‌تنهما‌بما‌نمور‌مرئمی‌مشماهده‌‌481-Rim-IIIitneLpشکل‌سلول‌ها‌با‌وکتور‌
‌را‌پس‌از‌ترانسفکت‌نشان‌می‌دهد.‌T392 KEHشوند.‌این‌تصویر‌شکل‌ظاهری‌سلول‌های‌‌می
 
 
در‌این‌شکل‌به‌جای‌نور‌مرئی‌از‌نور‌فرابنفش‌برای‌‌نشان‌دهنده‌سلول‌های‌نشان‌داده‌شده‌در‌شکل‌قبل‌می‌باشد.‌-4-3شکل‌
مشاهده‌سلول‌ها‌استفاده‌شده‌است‌و‌همچنین‌از‌فیلتر‌رنگ‌مناسب‌استفاده‌گردیده‌است‌تا‌سلول‌ها‌در‌صور ‌داشتن‌پروتئین‌
این‌شکل‌به‌‌در‌IIIitneLpبه‌رنگ‌سبز‌دیده‌شوند.‌همانگونه‌که‌مشاهده‌می‌شود‌سلول‌ها‌در‌اثر‌ترانسفکت‌با‌وکتور‌‌PFG
‌.رنگ‌سبز‌دیده‌می‌شوند‌که‌نشان‌دهنده‌موفقیت‌آمیز‌بودن‌آزمایش‌ترانسفکت‌می‌باشد
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از‌همان‌نمای‌اشکال‌فوق‌الذکر‌می‌باشد.‌در‌این‌شکل‌سلول‌ها‌هم‌با‌نور‌‌T392 KEHنشان‌دهنده‌سلول‌های‌‌-4-4شکل
درصد‌سلول‌های‌ترانسفکت‌شده‌پی‌برد‌و‌همانگونه‌که‌از‌‌مرئی‌و‌هم‌با‌نور‌فرابنفش‌دیده‌می‌شوند.‌از‌این‌شکل‌می‌توان‌به
‌شکل‌پیداست‌تقریبا‌ًتمامی‌سلول‌ها‌در‌این‌گروه‌ترانسفکت‌شده‌و‌رنگ‌سبز‌پیدا‌کرده‌اند.
 
‌
 
 نتایج تعیین تیتر ویروس  -3-4
پس‌از‌تولید‌و‌تغلیظ‌ویروس،‌تیتر‌ویروس‌تولید‌شده‌بما‌اسمتفاده‌از‌فلوسمایتومتری‌تعیمین‌شمد.‌
‌)5-4ل‌(شک
 
 95
 
‌
‌
‌ سلول‌های‌تیمار‌و‌کنترل‌جهت‌بررسی‌میزان‌پارتیکل‌ویروسی‌تولید‌شده.‌PFGنتایج‌مربوط‌به‌بررسی‌میزان‌بیان‌‌5-4شکل‌
سلول‌های‌تیمار‌می‌‌PFGنشان‌دهنده‌سلول‌های‌کنترل‌است‌و‌تصاویر‌دیگر‌نشان‌دهنده‌غلظت‌های‌متفاو ‌بیان‌‌1تصویر
 باشند.
‌
‌های‌ویروس‌محاسبه‌شده‌هر‌پلیت‌سلول‌که‌با‌توجه‌به‌نتایج‌فلوسایتومتری‌محاسبه‌شده‌است.‌میزان‌پارتیکل‌1-4جدول‌
‌شماره‌پلیت )lm/elcitraP( suriV
‌1‌0000025
‌2‌0000006
‌3‌0000086
 
-Rimجهت بیان ژن  llec mets rotinegorp larueNنتایج ترانسداکت سلول های  4-4
 دندروسیتو تمایز به سمت سلول های الیگو 481
بما‌اسمتفاده‌از‌ایمن‌‌CSPNپس‌از‌ساخته‌شدن‌ویروس‌های‌لازم‌برای‌انجمام‌پمروژه‌سملول‌همای‌
‌ها‌ترانسداکت‌(آلوده‌کردن‌با‌ویروس)‌شدند.‌سلول
 06
 
با‌ویروس‌همای‌ ماوی‌ژن‌‌CSPNاین‌کار‌در‌دو‌گروه‌صور ‌پذیرفت‌که‌در‌گروه‌اول‌سلول‌های‌
ه‌در‌واقع‌گروه‌اصلی‌می‌باشد‌و‌نتایج‌آنالیزهایی‌کمه‌ترانسداکت‌شدند.‌این‌گرو‌481-Rimکد‌کننده‌
روی‌این‌گروه‌(البته‌در‌مقایسه‌با‌گروه‌کنترل)‌صور ‌می‌گیرد‌نشان‌دهنده‌تأثیر‌یا‌عمدم‌تمأثیر‌ژن‌
‌خواهد‌بود.‌CSPNدر‌میزان‌تمایز‌سلول‌های‌‌481-Rim
نهما‌محمیط‌کشمت‌گروه‌دوم‌با‌هیچ‌ویروسی‌تیمار‌نشد‌و‌در‌واقع‌به‌جای‌محیط‌ اوی‌ویمروس‌ت‌
ممی‌باشمد،‌روی‌‌SBF%‌01استفاده‌ممی‌گمردد‌و‌ ماوی‌‌CSPNمعمولی‌که‌برای‌کشت‌سلول‌های‌
‌ها‌اضافه‌گردید.‌سلول
می‌باشد‌‌481-Rimنشان‌دهنده‌سلول‌های‌ترانسداکت‌شده‌با‌ویروس‌های‌ اوی‌ژن‌‌6-4شکل‌
‌که‌زیر‌فیلتر‌سبز‌رنگ‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌دیده‌می‌شود.
 
 
‌ز‌همان‌سلول‌ها‌را‌زیر‌نور‌مرئی‌نشان‌می‌دهد.‌نی‌-7-4‌شکل
 
 
نیز‌همان‌سلول‌ها‌زیر‌هر‌دو‌نور‌مرئی‌و‌فرابنفش‌را‌نشان‌می‌دهد.‌با‌استفاده‌از‌این‌شکل‌می‌توان‌به‌درصد‌‌8-4شکل‌
های‌‌ساعت‌از‌تیمار‌سلول‌84های‌ترانسداکت‌شده‌پی‌برد.‌با‌توجه‌به‌طرا ی‌آزمایش‌صور ‌گرفته‌عکس‌ها‌پس‌از‌‌سلول
‌خانه‌کاشته‌شده‌و‌همزمان‌با‌ویروس‌تیمار‌شده‌بودند‌گرفته‌شده‌اند.‌84هزار‌سلول‌در‌کف‌پلیت‌‌03که‌به‌تعداد‌‌CSPN
‌
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‌
کت‌شمده‌را‌تحمت‌،‌سلول‌همای‌ترانسمدا‌کشنساعت‌پس‌از‌ترانسدا‌84این‌آزمایش‌‌هم‌چنین‌در
روز‌سلول‌ها‌را‌با‌این‌آنتی‌بیوتیک‌‌5تا‌‌3تأثیر‌آنتی‌بیوتیک‌پورومایسین‌قرار‌داده‌و‌برای‌مد ‌زمان‌
انکوبه‌می‌کنیم.‌این‌کار‌برای‌مطمئن‌شدن‌از‌ترانسداکشن‌سلول‌ها‌بوده‌و‌اینکمه‌رنمگ‌سمبز‌دیمده‌
‌شده‌زیر‌میکروسکوپ‌فقط‌به‌دلیل‌ترانسداکشن‌سلول‌ها‌بوده‌و‌ قیقی‌است.
 
 روی نمونه های ترانسداکت شده RCP emit-laeRنتیجه آنالیز  -5-4
بما‌‌CSPNروز‌از‌انجام‌ترانسداکشن‌(ورود‌ویروس‌به‌درون‌سملول)‌سملول‌همای‌‌7گذشت‌پس‌از‌
و‌کنترل)‌سلول‌ها‌از‌کف‌پلیت‌با‌تریپسین‌کنده‌شده‌و‌‌481-Rimویروس‌های‌مربوطه‌(دو‌گروه‌ژن‌
همای‌‌ANRها‌و‌جهت‌استخراج‌تمامی‌‌ANRانجام‌گرفت.‌با‌توجه‌به‌اندازه‌‌ANRها‌استخراج‌ از‌آن
مواد‌و‌روش‌ها‌به‌آن‌اشماره‌‌ 51-3-3که‌در‌بخش‌‌ANR latotنمونه‌از‌پروتکل‌استخراج‌موجود‌در‌
‌گردیده‌است،‌استفاده‌شد.
شمدند.‌جهمت‌‌ANDهای‌استخراج‌شده‌تبدیل‌به‌‌ANRسازی،‌‌ANDcپس‌از‌این‌با‌انجام‌عمل‌
‌CSPNاسمتخراج‌شمده‌از‌سملول‌همای‌‌ANRمیکروگمرم‌از‌‌5سازی‌به‌میمزان‌‌ANDcانجام‌واکنش‌
‌ترانسداکت‌شده‌استفاده‌گردید.
صور ‌گرفت.‌بما‌اسمتفاده‌از‌‌RCP emit-laeRهای‌ساخته‌شده‌آنالیز‌‌ANDcدر‌مر له‌بعد‌روی‌
 emit-laeRرا‌انمدازه‌گیمری‌کمرد.‌آنمالیز‌‌481-Rimمی‌توان‌میزان‌بیان‌ژن‌‌RCP emit-laeRروش‌
صور ‌پذیرفت.‌همم‌چنمین‌‌سیکل‌04درجه‌سانتی‌گراد‌و‌در‌‌06در‌دمای‌تشکیل‌ساختارهای‌‌RCP
برای‌هر‌جفت‌پرایمر‌دو‌نمونه‌کنترل‌منفی‌نیز‌در‌هر‌واکنش‌تهیه‌شد‌که‌ایمن‌نمونمه‌هما‌کمه‌همیچ‌
ای‌به‌آن‌ها‌افزوده‌نمی‌شود‌نباید‌در‌آنالیز‌ها‌پیک‌بدهند‌و‌در‌صور ‌وجود‌هر‌گونمه‌پیمک‌‌ANDc
نامیده‌ممی‌شمود.‌در‌‌remirp remidها‌باشد‌که‌همان‌‌ANRاین‌موضوس‌باید‌مربوط‌به‌هیبرید‌خود‌
 26
 
صورتی‌که‌این‌نمونه‌ها‌نور‌فلورسنت‌داشته‌باشند‌و‌آنالیز‌های‌دمای‌تشکیل‌سماختارها‌نیمز‌تفماوتی‌
 نشان‌دهد‌نشان‌دهنده‌آلودگی‌کار‌بوده‌و‌نتایج‌قابل‌آنالیز‌نخواهند‌بود.
ممی‌باشمد.‌ایمن‌‌1نه،‌پارامتری‌به‌نام‌سیکل‌آستاRCP emit-laeRپارامتر‌مهم‌در‌آنالیز‌داده‌های‌
آستانه‌سیکلی‌را‌نشان‌می‌دهد‌که‌در‌آن‌تمامی‌نمونه‌ها‌در‌آن‌آنالیز‌وارد‌فاز‌لگاریتمی‌شمده‌انمد‌و‌
دو‌برابر‌می‌شود.‌پس‌از‌‌RCPدر‌ الت‌ایده‌آل‌که‌پرایمر‌کارایی‌بهینه‌دارد‌در‌هر‌مر له‌محصولا ‌
از‌نمودارهمای‌فلورسنسمی‌بیمانگر‌تعیین‌خط‌آستانه‌مؤلفه‌طول‌محل‌برخورد‌این‌خط‌بما‌همر‌کمدام‌
 eneG rotoRدر‌برناممه‌‌RCP emit-laeRسیکل‌مربوطه‌خواهد‌بود.‌این‌مر له‌از‌آنمالیز‌داده‌همای‌
انجام‌شد.‌پس‌از‌اخذ‌داده‌های‌مربوط‌به‌سیکل‌آستانه‌این‌داده‌ها‌برای‌آنمالیز‌میمزان‌بیمان‌و‌‌0006
بوده‌و‌‌NEGAIQن‌برنامه‌محصولی‌از‌شرکت‌شدند.‌ای‌2‌9002 TSERبررسی‌های‌آماری‌وارد‌برنامه‌
‌به‌کار‌می‌رود.‌RCP emit-laeRبرای‌آنالیز‌داده‌های‌ اصل‌از‌
 
-Rimدر‌گروهی‌که‌بماویروس‌همای‌ ماوی‌ژن‌‌481-Rimبا‌توجه‌به‌داده‌های‌این‌قسمت،‌بیان‌ژن‌
ابر‌ایمن‌مطلمب‌تیمار‌شده‌بودند‌به‌طرز‌قابل‌توجهی‌نسبت‌به‌گروه‌بک‌بون‌بالاتر‌بوده‌است.‌بنم‌‌481
می‌توان‌آنالیزهای‌بعدی‌که‌جهت‌بررسی‌تأثیر‌این‌افزایش‌بیان‌روی‌عملکرد‌و‌تمایز‌سلول‌بمه‌کمار‌
می‌روند‌را‌انجام‌داد‌و‌به‌ا تمال‌زیاد‌تأثیراتی‌که‌در‌قسمت‌های‌بعدی‌به‌آن‌ها‌اشاره‌خواهد‌گردید‌
روی‌ 481-Rimاثمر‌‌7تممایز‌در‌روز‌در‌اثر‌این‌افزایش‌بیان‌به‌وقوس‌پیوسته‌اند.‌بمرای‌بررسمی‌میمزان‌
‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفت.‌ 1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcB ,MFN ,PAFG ,PBM ,2gilOهای‌‌ژن
‌
 
 
                                           
1
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2
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‌در‌هفته‌اول 481-Rimنتایج‌بررسی‌ژن‌های‌هدف‌‌-9-4‌شکل
‌
 481-Rimنیز‌تکرار‌شد‌و‌در‌هر‌بار‌میزان‌بیمان‌ژن‌هما‌و‌‌12و‌‌41تمامی‌این‌آنالیز‌ها‌در‌روزهای‌
د‌بررسی‌قرار‌گرفت‌و‌نتایج‌به‌دست‌آمده‌طبق‌پیش‌فرض‌های‌ما‌بودند.‌به‌ایمن‌ترتیمب‌کمه‌ژن‌مور
کمه‌بمه‌عنموان‌‌1-xoS ,1-OGNIL,1L2lcBافزایش‌بیان‌را‌نشان‌داده‌و‌ژن‌های‌‌PBM ,2gilOهای‌
ما‌می‌باشند،‌کاهش‌بیان‌از‌خمود‌نشمان‌ممی‌دهنمد.‌همم‌چنمین،‌ژن‌همای‌‌ANRimژن‌های‌هدف‌
به‌ترتیب‌به‌عنوان‌ژن‌های‌اصلی‌مورد‌بررسی‌سلول‌های‌نمورونی‌و‌آستروسمیتی‌که‌‌MFN ,PAFG
را‌‌RCP-TRQنتمایج‌ اصمل‌از‌بررسمی‌‌6-4می‌باشند،‌کاهش‌بیان‌از‌خود‌نشان‌می‌دهند.‌جمدول‌
‌نشان‌می‌دهد.
‌
‌
‌در‌هفته‌دوم 481-Rimنتایج‌بررسی‌ژن‌های‌هدف‌-01-4‌شکل
‌
‌
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 در‌هفته‌سوم 481-Rimنتایج‌بررسی‌ژن‌های‌هدف‌‌-11-4‌شکل
از‌محیط‌بدون‌فاکتور‌رشد‌نیز‌استفاده‌گردید‌و‌نتایج‌‌481-Rimهم‌چنین‌برای‌بررسی‌عملکرد‌
‌در‌زیر‌آمده‌است.‌و‌سوم‌هفته‌های‌اول‌و‌دوم
 
‌
‌
‌اولدر‌هفته‌‌با‌محیط‌فاقد‌فاکتور‌رشد‌481-Rimهدف‌‌یژن‌ها‌یبررس‌جینتا‌21-4شکل‌
‌
‌
‌
‌دوم‌فاقد‌فاکتور‌رشد‌در‌هفته‌طیبا‌مح‌481-Rimهدف‌‌یژن‌ها‌یبررس‌جینتا‌31-4شکل‌
‌
 56
 
‌
‌
‌سوم‌فاقد‌فاکتور‌رشد‌در‌هفته‌طیبا‌مح‌481-Rimهدف‌‌یژن‌ها‌یبررس‌جینتا‌41-4شکل‌
‌
 روی نمونه های ترانسداکت شده CCIنتیجه آنالیز -6-4
 کسفمی‌4 6,5,خانمه‌در‌روزهمای‌4،‌ابتدا‌سلول‌هما‌روی‌پلیمت‌CCIدر‌بررسی‌انجام‌شده‌در‌روش‌
مواد‌و‌روش‌ها‌انجمام‌شمد.‌سمپس‌  6-3 شدند.‌مرا ل‌فیکس‌سلولی‌طبق‌روش‌ذکر‌شده‌در‌بخش
سلول‌های‌فیکس‌شده،‌زیر‌میکروسکوپ‌نوری‌مشاهده‌شدند‌و‌با‌مقایسمه‌سملول‌همای‌ترانسمداکت‌
 PBMو  2.2XKN ,2-gilOشده‌با‌گروه‌کنترل،‌میزان‌بیان‌آنتی‌بادی‌های‌متصل‌به‌آنتی‌ژن‌همای‌
از‌جمله‌آنتی‌ژن‌های‌بیمانی‌در‌سملول‌‌2.2xkNو‌‌2gilOی‌سی‌قرار‌گرفتند.‌آنتی‌ژن‌هامورد‌برر
بمرای‌بررسمی‌تممایز‌‌PBMآنتمی‌ژن‌‌ممی‌باشمند. )CPO(همای‌پمیش‌سماز‌الیگودندروسمیت‌هما‌
‌استفاده‌شده‌است‌که‌تمایز‌نهایی‌را‌نشان‌می‌دهد‌.‌12الیگودندروسیتی‌در‌روز
 
‌
برای‌بیان‌آنتی‌بادی‌‌5کنترل‌در‌روز‌و‌سلول‌های‌ترانسداکت‌شده‌دهنده‌سلول‌های‌گروه‌به‌ترتیب‌نشان‌‌61-4و‌‌51-4‌شکل
‌رنگ‌آمیزی‌شده‌اند.‌‌IPADو‌‌ که‌با‌فلورسنت‌2gilO
‌
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‌
‌
 
‌
به‌ترتیب‌نشان‌دهنده‌سلول‌های‌گروه‌کنترل‌و‌سلول‌های‌ترانسداکت‌شده‌برای‌بیان‌آنتی‌بادی‌‌81-4‌و‌ 71-4شکل
‌.هستند‌5در‌روز‌‌2.2XKN
‌
 
‌PBMبرای‌بیان‌آنتی‌بادی‌کنترل‌و‌سلول‌های‌ترانسداکت‌شده‌به‌ترتیب‌نشان‌دهنده‌سلول‌های‌گروه‌‌02-4‌و91-4‌شکل
‌هستند.‌12در‌روز‌
‌
‌
‌
 llec mets rotinegorp larueNنتایج وسترن بلاتینگ سلول های  -7-4
ه‌و‌اثمر‌آن‌بمر‌روی‌ترانسداکت‌شمد‌‌CSPNروی‌سلول‌های‌‌481-Rimبرای‌تأیید‌بیش‌تر‌از‌تأثیر‌
ژن‌های‌مورد‌نظر‌وسترن‌بلاتینگ‌روی‌نمونمه‌همای‌ترانسمداکت‌شمده‌و‌گمروه‌کنتمرل‌در‌روزهمای‌
‌نیز‌انجام‌شد.‌12,41,7
 76
 
روی‌نمونه‌کنترل‌و‌‌1L2lcB‌و1-xoS ،‌PBM،‌‌2gilOشان‌دهنده‌بررسی‌آنتی‌بادین‌12-4شکل
‌سلول‌ترانسداکت‌می‌باشد.
‌
‌ 
کنترل‌و‌سلول‌ترانسداکت‌شده‌است.‌روی‌نمونه‌‌PBMو‌‌2.2xkN،‌‌2gilOآنتی‌بادی‌نشان‌دهنده‌بررسی‌‌‌-12-4شکل
‌ینمونه‌ها‌یرو‌nitca-β‌یکنترل‌و‌چاهک‌سوم‌کنترل‌داخل‌ینمونه‌ها‌یرو‌nitca-β‌یچاهک‌اول‌و‌دوم‌کنترل‌داخل‌الف)
‌یباد‌یبا‌آنت‌481-Rimت‌شده‌با‌چاهک‌اول‌و‌دوم‌نمونه‌کنترل‌و‌چاهک‌سوم‌نمونه‌ترانسداکب)‌‌باشد.‌یترانسداکت‌شده‌م
‌یم‌2gilO‌یباد‌یبا‌آنت‌481-Rimچاهک‌اول‌و‌دوم‌نمونه‌کنترل‌و‌چاهک‌سوم‌نمونه‌ترانسداکت‌شده‌با‌ج)‌‌باشد.‌یم‌PBM
‌می‌باشد.‌2.2xkNبا‌آنتی‌بادی‌‌481-Rimبا‌‌سوم‌نمونه‌ترانسداکت‌شده‌چاهکاول‌و‌دوم‌نمونه‌کنترل‌و‌‌د)‌چاهک‌باشد.
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روی‌نمونه‌کنترل‌و‌سلول‌ترانسداکت‌شده‌‌1L2lcB ,1-xoS ,1-ogniLنشان‌دهنده‌بررسی‌آنتی‌بادی‌های‌‌-22-4شکل
می‌‌nitca-βبرای‌آنتی‌بادی‌‌‌کنترلو‌چاهک‌سوم‌نمونه‌ 481-Rim‌ترانسداکت‌شده‌بانمونه‌‌و‌دوم‌است.‌الف)‌چاهک‌اول
‌یم‌1-ogniL‌یباد‌یآنت‌یاهک‌سوم‌نمونه‌کنترل‌‌براو‌چ‌481-Rimچاهک‌اول‌و‌دوم‌نمونه‌ترانسداکت‌شده‌با‌باشد.‌ب)‌
‌باشد‌یم‌1-xoS‌یباد‌یآنت‌یو‌چاهک‌سوم‌نمونه‌کنترل‌‌برا‌481-Rimچاهک‌اول‌و‌دوم‌نمونه‌ترانسداکت‌شده‌با‌.‌ج)‌باشد
‌.دباش‌یم‌1L2lcB‌یباد‌یآنت‌یو‌چاهک‌سوم‌نمونه‌کنترل‌‌برا‌481-Rimچاهک‌اول‌و‌دوم‌نمونه‌ترانسداکت‌شده‌با‌‌د)
 
 نتایج مربوط به تهیه سازه مورد نیاز برای انجام پروژه -8-4
 IIkcehc-ispنتیجه استخراج پلاسمید -1-8-4
برای‌انجمام‌ایمن‌پمروژه‌و‌که‌طبق‌نکا ‌ذکر‌شده‌در‌بخش‌مواد‌و‌روش‌ها‌‌IIkcehc-ispپلاسمید‌
ایمن‌پلاسممید‌‌انتخاب‌گردید‌ابتدا‌از‌باکتری‌ ماوی‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBکلونینگ‌ژن‌های‌
ساعته‌استخراج‌گردید‌و‌سپس‌این‌پلاسمیدهای‌استخراج‌شده‌روی‌ژل‌الکتروفمورز‌‌61پس‌از‌کشت‌
برده‌شد‌تا‌بررسی‌شود‌که‌پلاسمید‌به‌درستی‌استخراج‌شده‌است.‌از‌طرف‌دیگر‌این‌ژل‌نشان‌‌0/8%
‌دهنده‌میزان‌غلظت‌پلاسمید‌استخراج‌شده‌نیز‌بود.
 1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBی تکثیر ژن های برا RCPنتیجه واکنش  -2-8-4
‌ANDها‌اشاره‌گردید‌از‌روی‌ یمرهای‌کلونینگ‌که‌در‌بخش‌مواد‌و‌روش‌ها‌به‌آنبا‌استفاده‌از‌پرا
)‌تکثیر‌گردیدند.‌با‌توجه‌به‌اینکه‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBژنومیک‌قطعه‌مورد‌نظرمان‌(ژن‌های‌
جفت‌باز‌دارد‌انتظار‌داریم‌روی‌ژل‌پس‌از‌انجمام‌‌0061 ,009 ,006این‌ژن‌ها‌به‌ترتیب‌طولی‌برابر‌با‌
الکتروفورز‌ژل‌آگارز‌نیز‌در‌مقایسه‌با‌نردبان‌طول،‌قطعه‌ای‌که‌مشاهده‌می‌شود‌طولی‌برابمر‌بما‌ایمن‌
‌تعداد‌باز‌داشته‌باشد.‌
از‌طرف‌دیگر‌توجه‌به‌توالی‌استفاده‌شده‌در‌پرایمرها‌نیز‌ضروری‌می‌باشد.‌با‌توجه‌به‌ایمن‌نکتمه‌
کلمون‌‌IIkcehc-ispکلون‌شمده‌بعمداً‌در‌وکتمور‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBه‌قرار‌است‌ژن‌های‌ک
صمور ‌‌IohXو‌‌ItoNگردد‌و‌این‌کار‌با‌استفاده‌از‌جایگاه‌های‌برش‌دهنده‌آنزیم‌های‌محدود‌کننده‌
تموالی‌همای‌‌’5خواهد‌پذیرفت‌بنابراین‌توالی‌هایی‌که‌این‌آنزیم‌هما‌شناسمایی‌ممی‌کننمد‌در‌سممت‌
‌پرایمرها‌قرار‌داده‌شده‌اند.
سیکل‌با‌استفاده‌از‌پروتکل‌ذکمر‌شمده‌در‌بخمش‌ممواد‌و‌روش‌هما‌‌53به‌تعداد‌‌RCPبعد‌از‌انجام‌
روی‌ژل‌الکتروفورز‌آگارز‌برده‌شد.‌نتایج‌ اصل‌از‌این‌آنالیز‌نشان‌دهنده‌درست‌بودن‌‌RCPمحصول‌
قطعه‌های‌سمنتز‌کننمده‌نیمز‌ممی‌‌می‌باشد‌و‌تأیید‌کننده‌سایز‌RCPکلونینگ‌ژن‌ها‌توسط‌واکنش‌
 باشد.‌
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،‌چاهک‌دوم،‌noRoiBخریداری‌شده‌از‌شرکت‌‌pb001:‌چاهک‌اول‌نردبان‌ژنی‌1-OGNILژن‌‌RCPانجام‌‌‌-32-4شکل
‌و‌چاهک‌پنجم‌کنترل‌منفی‌pb009با‌باند‌‌1-OGNILشده‌از‌ژن‌RCPسوم‌و‌چهارم‌نمونه‌
‌
‌
،‌چاهک‌دوم‌نردبان‌ژنی‌1L2lcBشده‌روی‌ژن‌‌RCPم‌نمونه‌چاهک‌اول‌و‌سو 1L2lcBروی‌‌RCPانجام‌‌-42-4‌شکل
‌و‌چاهک‌چهارم‌کنترل‌منفی‌noRoiBخریداری‌شده‌از‌شرکت‌‌pb001
‌
 07
 
 
چاهک‌چهارم‌نردبان‌‌1-xoSشده‌روی‌ژن‌‌RCPچاهک‌اول‌و‌دوم‌و‌سوم‌نمونه‌های‌ 1-xoSروی‌‌RCP:‌انجام‌‌52-4 شکل
‌جم‌کنترل‌منفیو‌چاهک‌پن‌noRoiBخریداری‌شده‌از‌شرکت‌‌bk1ژنی‌
 
 IohXو  ItoNنتیجه هضم وکتور با آنزیم های محدود کننده  3-8-4
-ispدر‌پلاسممید‌اسمتخراج‌شمده‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcB‌همای‌‌جهت‌انجمام‌کلونینمگ‌ژن‌
ابتدا‌باید‌این‌وکتور‌با‌آنزیم‌های‌محدود‌کننده‌مناسب‌بریده‌شود.‌با‌توجه‌به‌طرا ی‌انجمام‌‌IIkcehc
‌پذیرد.‌‌صور ‌می‌IohXو‌‌ItoNبا‌استفاده‌از‌آنزیم‌های‌محدود‌کننده‌‌گرفته‌این‌کار
با‌استفاده‌از‌این‌آنزیم‌ها‌بریده‌شمده‌و‌سمپس‌روی‌ژل‌‌IIkcehc-ispبا‌توجه‌به‌این‌مطلب‌وکتور‌
الکتروفورز‌آگارز‌آنالیز‌گردید.‌این‌کار‌بدین‌منظور‌انجام‌گرفت‌تا‌هم‌غلظت‌وکتور‌پس‌از‌انجام‌عمل‌
ییمد‌شمود،‌زیمرا‌در‌ور‌با‌استفاده‌از‌این‌آنمزیم‌هما‌تأ‌ی‌مشاهده‌گردد‌و‌هم‌بریده‌شدن‌وکتهضم‌آنزیم
صورتی‌که‌هر‌کدام‌از‌این‌آنزیم‌ها‌نتوانند‌وکتور‌مورد‌نظر‌را‌هضم‌کرده‌و‌برش‌دهند‌با‌توجه‌به‌عدم‌
انجمام‌‌بریده‌شده‌با‌این‌آنزیم‌هما،‌امکمان‌‌RCPوجود‌جایگاه‌چسبنده‌مناسب‌برای‌اتصال‌با‌محصول‌
واکنش‌اتصال‌توسط‌آنزیم‌لیگاز‌وجود‌نخواهد‌داشت‌و‌عمل‌کلونینمگ‌بما‌موفقیمت‌صمور ‌نخواهمد‌
‌پذیرفت.
که‌پمس‌از‌را‌‌ItoNو‌‌IohXبریده‌شده‌توسط‌آنزیم‌های‌‌IIkcehc-ispشکل‌وکتور‌‌-62-4‌‌شکل
ن‌ممی‌دهمد.‌نشا‌،انجام‌هضم‌و‌غیرفعال‌کردن‌آنزیم‌های‌محدود‌کننده‌روی‌ژل‌الکتروفورز‌برده‌شد
 جفت‌باز‌دارد.‌3726‌برابرنیز‌دیده‌می‌شود‌طولی‌‌شکلاین‌وکتور‌همانگونه‌که‌در‌
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چاهک‌اول‌پلاسمید‌هضم‌شده،‌چاهک‌دوم‌پلاسمید‌هضم‌نشده‌و‌چاهک‌سوم‌نردبان‌‌IIkcehc-ispپلاسمید‌‌-62-4  شکل
 noRoiBخریداری‌شده‌از‌شرکت‌‌bk1‌ ژنی
‌
 ,1-OGNIL ,1L2lcBبما‌ژن‌همای‌کلمون‌شمده‌ IIkcehc-ispور‌پس‌از‌انجام‌ژل‌الکتروفورز،‌وکتم‌
ساعت‌کشت‌شبانه‌روزی‌داده‌شد‌و‌سمپس‌در‌‌61برای‌مد ‌‌α5HDشدند.‌باکتری‌‌etagil‌1-xoS
سماعت‌کشمت‌مجمدد‌داده‌‌2صبح‌انجام‌عمل‌ترانسفورم،‌از‌باکتری‌های‌کشت‌داده‌شده‌برای‌مد ‌
مواد‌و‌روش‌ها‌ترانسفورم‌شد‌و‌باکتری‌ها‌روی‌ 5-3-3شد.‌باکتری‌ها‌طبق‌روش‌گفته‌شده‌در‌بخش
‌کشت‌داده‌شدند.‌‌ragA-BLپلیت‌جامد‌
-ispبعد از ترانسفورماسیون وکتورکلون شده  RCPنتیجه کلونی  4-8-4
 1-xoS/IIkcehc-isp ,1-OGNIL/IIkcehc-isp ,1L2lcB/IIkcehc
ترانسفورماسیون‌انجام‌می‌گیمرد.‌یید‌کلونینگ‌معمولاً‌روز‌بعد‌از‌انجام‌این‌مر له‌از‌آزمون‌های‌تأ
این‌آنالیز‌با‌توجه‌به‌تعداد‌زیاد‌کلونی‌های‌رشد‌کرده‌روی‌پلیت‌صور ‌می‌پذیرد‌تما‌بما‌یمک‌آنمالیز‌
اولیه‌کلونی‌هایی‌که‌به‌نظر‌مثبت‌می‌آیند‌و‌هم‌روی‌پلیت‌ اوی‌آنتی‌بیوتیک‌رشد‌کرده‌اند‌و‌همم‌
ی‌شود‌انتخاب‌شوند‌و‌بمرای‌آنالیزهمای‌بعمدی‌و‌آن‌ها‌باند‌مورد‌نظر‌روی‌ژل‌آگارز‌دیده‌م‌RCPدر‌
‌تأیید‌نهایی‌آماده‌شوند.
که‌برای‌کلونینگ‌استفاده‌شده‌بود‌استفاده‌‌1L2lcBبرای‌انجام‌این‌مر له،‌از‌پرایمرهای‌خود‌ژن‌
از‌پرایمرهای‌طرا ی‌شده‌روی‌وکتور‌که‌در‌قبل‌و‌بعمد‌ 1-xoS ,1-OGNILگردید.‌اما‌برای‌ژن‌های‌
محصمول‌واکمنش‌‌RCPپس‌از‌انجام‌های‌محدودکننده‌قرار‌گرفته‌اند،‌استفاده‌گردید.‌‌از‌نا یه‌آنزیم
روی‌ژل‌الکتروفورز‌آگارز‌برده‌شد.‌کلونی‌هایی‌که‌در‌الکتروفورز‌آن‌ها‌با‌توجه‌به‌پرایمرهای‌استفاده‌
‌جفت‌بازی‌دیده‌شود،‌به‌عنوان‌کلونی‌مثبت‌انتخاب‌ممی‌گمردد‌و‌ 0061,009,006شده‌باند‌مورد‌نظر
‌ها‌به‌درستی‌صور ‌گرفته‌است. ا تمال‌زیادی‌هست‌که‌عمل‌کلونینگ‌در‌آن
البته‌توجه‌به‌این‌نکته‌ضروری‌می‌باشد‌که‌لزوماً‌تمامی‌کلونی‌هایی‌که‌در‌این‌مر لمه‌از‌آزممون‌
می‌تواند‌نتایج‌مثبت‌نادرسمت‌‌RCPمثبت‌می‌شوند‌در‌مرا ل‌بعدی‌نیز‌مثبت‌نخواهند‌بود‌و‌کلونی‌
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وارد‌بماکتری‌نشمده‌روی‌بماکتری‌یما‌وجمود‌‌ANDد.‌این‌مورد‌به‌دلیل‌وجود‌قطعما ‌نیز‌داشته‌باش
هایی‌از‌ژن‌که‌عمل‌اتصال‌آنزیمی‌در‌آن‌ها‌صور ‌نگرفته‌است‌می‌توانمد‌باشمد،‌ولمی‌بمه‌همر‌‌قطعه
صور ‌این‌روش‌یک‌روش‌سریع‌و‌ارزان‌قیمت‌برای‌یافتن‌کلونی‌هایی‌که‌با‌ا تمال‌زیاد‌کلونینمگ‌
‌پذیرفته‌است،‌می‌باشد.‌در‌آن‌ها‌صور 
روی‌کلونی‌های‌رشد‌کرده‌روی‌پلیت‌آمپی‌سیلین‌پمس‌‌RCPنتیجه‌آنالیز‌کلونی‌‌های‌زیرشکل‌
-isp ,1-OGNIL/IIkcehc-isp ,1L2lcB/IIkcehc-ispاز‌انجام‌ترانسفورماسمیون‌وکتمور‌کلمون‌شمده‌
پیداست،‌کلونی‌هایی‌‌د.‌همانگونه‌که‌از‌شکل‌نیزنرا‌نشان‌می‌ده‌α5HDدر‌باکتری‌ 1-xoS/IIkcehc
ها‌دیده‌می‌شود.)،‌می‌توانند‌ نتیجه‌مثبت‌داده‌اند‌(باند‌مورد‌نظر‌در‌آن‌RCPکه‌واکنش‌های‌کلونی‌
‌برای‌آنالیزهای‌بعدی‌مورد‌استفاده‌قرار‌گیرند.
‌
هک‌و‌چا‌1-xoSکلون‌مثبت‌از‌کلونینگ‌ژن‌‌21و‌‌8و‌‌4،‌چاهک‌1-xoSروی‌کلون‌های‌‌RCPنجام‌کلونی‌ا‌-72-4‌شکل‌
‌bk1چپ‌نردبان‌ژنی‌‌51کلون‌منفی‌این‌کلونینگ‌می‌باشند.‌چاهک‌‌41و‌‌31و‌‌11و‌‌01و‌‌9و‌‌7و‌‌6و‌‌5و‌‌3و‌‌2و‌‌1های‌
 NOROIBشرکت‌
‌
کلون‌مثبت‌از‌کلونینگ‌‌31و‌‌21و‌11و‌‌9و‌‌8و‌‌5،‌چاهک‌1L2lcBروی‌کلون‌های‌‌RCPانجام‌کلونی‌‌‌-82-4شکل‌‌
شرکت‌‌pb001از‌چپ‌نردبان‌ژنی‌‌‌1کلون‌منفی‌این‌کلونینگ‌میباشند.‌چاهک‌‌01و‌‌7و‌‌6و‌‌4و‌‌3و‌‌2و‌چاهک‌‌1L2lcB
‌NOROIB
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و‌‌21و‌‌11و‌‌01و‌‌9و‌‌8و‌‌7و‌‌6و‌‌5و‌‌4و‌‌2،‌چاهک‌های‌1-OGNILروی‌کلون‌های‌‌RCPانجام‌کلونی‌‌‌-92-4شکل
فی‌از‌این‌کلونینگ.‌چاهک‌اول‌کلون‌من‌51و‌‌41و‌‌3می‌باشند‌و‌چاهک‌های‌‌1-OGNILکلون‌مثبت‌از‌کلونینگ‌ژن‌‌31
 ‌noRoiBخریداری‌شده‌از‌شرکت‌‌pb001نردبان‌ژنی‌
 
نتیجه هضم آنزیمی روی پلاسمیدهای استخراج شده برای تأیید وجود ژن مورد  -5-8-4
 نظر
،‌‌RCPپمس‌از‌کشمت‌و‌اسمتخراج‌پلاسممید‌از‌کل مونی‌همای‌انتخماب‌شمده‌در‌مر ل مه‌کل مونی‌
با‌همان‌آنزیم‌های‌محمدود‌کننمده‌کمه‌بمرای‌کلونینمگ‌از‌آن‌هما‌پلاسمیدهای‌استخراج‌شده‌دوباره‌
استفاده‌شده‌بود‌هضم‌گردیده‌و‌بریده‌شدند.‌این‌کار‌مر له‌دوم‌از‌آزمون‌های‌تأیید‌کلونینگ‌صحیح‌
در‌بمین‌‌ممورد‌نظمر‌می‌باشد.‌در‌صورتی‌که‌کلونینگ‌به‌درستی‌صور ‌گرفته‌باشمد‌بایمد‌قطعمه‌ژن‌
قرار‌گرفته‌باشد‌و‌همچنین‌در‌صور ‌بردن‌پلاسمید‌روی‌ژل‌آگمارز‌‌جایگاه‌های‌برش‌در‌روی‌وکتور
‌روی‌ژل‌دیده‌شود.‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBجفت‌بازی‌‌0061,009,006قطعه‌
و‌‌IohXبا‌توجه‌به‌این‌مطالب‌پلاسمیدهای‌استخراج‌شده‌با‌استفاده‌از‌آنزیم‌های‌محدود‌کننمده‌
می‌روی‌ژل‌الکتروفورز‌آگارز‌برده‌شد‌تا‌وجود‌یما‌بریده‌شدند‌و‌سپس‌نتیجه‌واکنش‌هضم‌آنزی‌ItoN
عدم‌وجود‌باند‌مورد‌نظر‌بررسی‌گردد.‌در‌صور ‌وجود‌باند‌مطلموب‌روی‌ژل‌ممی‌فهممیم‌کمه‌عممل‌
‌)1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcB(کلونینگ‌به‌درستی‌صور ‌گرفته‌است‌و‌قطعه‌های‌ژنی‌موردنظرمان
)‌در‌جایگاه‌مناسمب‌کلمون‌شمده‌اسمت.‌امما‌در‌IIkcehc-ispدرون‌وکتور‌مورد‌نظر‌(در‌این‌جا‌وکتور‌
صورتی‌که‌باند‌موردنظر‌دیده‌نشود‌نشانگر‌این‌است‌که‌عمل‌کلونینگ‌به‌درسمتی‌صمور ‌نگرفتمه‌و‌
عمل‌ترانسفورماسیون‌باید‌مجدداً‌انجام‌شود‌یا‌اینکه‌از‌مابقی‌کلونی‌هایی‌که‌روی‌پلیت‌رشمد‌کمرده‌
‌بودند،‌استفاده‌گردد.
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-ispبا استفاده از پلاسمید  T392 KEHت سلول های نتایج ترانسفک -9-4
با روش 1-xoS/IIkcehc-isp ,1-OGNIL/IIkcehc-isp ,1L2lcB/IIkcehc
 لیپوفکتامین
-isp ,1L2lcB/IIkcehc-ispبمما‌وکتورهممای‌‌T392 KEHآزمممایش‌ترانسممفکت‌سمملول‌هممای‌
در‌صمور ‌عملکمرد‌‌481-Rim-IIIitneLpبمه‌هممراه‌وکتمور‌‌1-xoS/IIkcehc-isp ,1-OGNIL/IIkcehc
،‌باید‌همراه‌با‌481-Rim-IIIitneLpدر‌وکتور‌‌PFGصحیح‌با‌توجه‌به‌وجود‌ژن‌کد‌کننده‌پروتئین‌
ها‌راه‌یافته‌است،‌باشد.‌این‌موضوس‌بمه‌ایمن‌دلیمل‌ سبز‌رنگ‌شدن‌سلول‌هایی‌که‌وکتور‌به‌درون‌آن
‌ز‌دیده‌می‌شود.‌می‌باشد‌که‌پروتئین‌فلورسنت‌سبز‌در‌زیر‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌به‌رنگ‌سب
 ,1-OGNIL/IIkcehc-isp ,1L2lcB/IIkcehc-ispترانسفکت‌سلول‌ها‌در‌دو‌گروه‌تیمار‌با‌وکتمور‌
و‌کنترل‌انجام‌گرفت.‌گروه‌تیمار‌اول‌که‌همان‌وکتورهای‌نوترکیبی‌است‌که‌در‌‌1-xoS/IIkcehc-isp
ممی‌‌‌‌1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBجریان‌این‌پروژه‌ساخته‌شده‌اند‌و‌ ماوی‌ژن‌همای‌کمد‌کننمده‌
باشند.‌در‌گروه‌کنترل‌عمل‌ترانسفکت‌با‌استفاده‌از‌لیپوفکتامین‌صور ‌می‌پذیرد‌و‌هیچ‌وکتوری‌بمه‌
‌افزوده‌نمی‌گردد.‌T392 KEHمحیط‌کشت‌سلول‌های‌
 )culRh(esareficul allineR citehtnySاین‌وکتور‌ اوی‌دو‌ژن‌کدکننده‌فلورسنت‌است‌کمه‌ژن‌
می‌باشمد.‌بمه‌‌KT-VSHتحت‌پروموتر‌‌)culh(esareficul ylferif citehtnySو‌ژن‌‌7Tتحت‌پروموتر‌
می‌باشد.‌اگر‌ژن‌ممورد‌نظمر‌مما‌در‌ایمن‌وکتمور‌بمه‌‌IIkcehc-ispهمین‌دلیل‌است‌که‌نام‌این‌وکتور‌
باشمد،‌‌481-Rimقرار‌می‌گیرد‌و‌اگمر‌ایمن‌ژن،‌همدف‌‌KT-VSHدرستی‌کلون‌شود،‌قبل‌از‌پروموتر‌
‌می‌شود.‌culhبنابراین‌سبب‌جلوگیری‌از‌بیان‌ژن‌به‌ژن‌متصل‌شده‌و‌‌481-Rim
-Rim-IIIitneLpدر‌گروه‌تیمار‌علاوه‌بر‌اضافه‌کردن‌وکتور‌ اوی‌ژن‌های‌ممورد‌نظمر،‌پلاسممید‌
‌روی‌ژن‌های‌موردنظر‌بررسی‌شود.‌481-Rimنیز‌اضافه‌می‌شود‌تا‌نحوه‌اثر‌‌481
سنت‌ممی‌باشمد.‌در‌ایمن‌زیر‌میکروسکوپ‌فلور‌T392 KEHنشان‌دهنده‌سلول‌های‌‌03-4شکل‌
ترانسفکت‌شده‌اند‌کمه‌بما‌نمور‌‌481-Rim-IIIitneLpو‌‌1L2lcB/IIkcehc-ispشکل‌سلول‌ها‌با‌وکتور‌
فلورسنت‌و‌مرئی‌به‌صور ‌هم‌زمان‌و‌نور‌فلورسنت‌‌مشاهده‌می‌شوند.‌ایمن‌تصمویر‌شمکل‌ظماهری‌
‌را‌پس‌از‌ترانسفکت‌نشان‌می‌دهد.‌T392 KEHسلول‌های‌
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‌
زیر‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌می‌باشد.‌در‌این‌شکل‌سلول‌ها‌با‌وکتور‌‌T392 KEHدهنده‌سلول‌های‌نشان‌‌-03-4شکل‌
ترانسفکت‌شده‌اند‌که‌با‌نور‌فلورسنت‌و‌مرئی‌به‌صور ‌هم‌زمان‌‌481-Rim-IIIitneLpو‌‌1-OGNIL/IIkcehc-isp
‌از‌ترانسفکت‌نشان‌می‌دهد.را‌پس‌‌T392 KEHو‌نور‌فلورسنت‌‌مشاهده‌می‌شوند.‌این‌تصویر‌شکل‌ظاهری‌سلول‌های‌
 
زیر‌میکروسکوپ‌فلورسنت‌می‌باشد.‌در‌این‌شکل‌سلول‌ها‌با‌وکتور‌‌T392 KEHنشان‌دهنده‌سلول‌های‌‌-13-4شکل‌
ترانسفکت‌شده‌اند‌و‌با‌نور‌فلورسنت‌مشاهده‌می‌شوند.‌این‌تصویر‌‌481-Rim-IIIitneLpو‌‌1-xoS/IIkcehc-isp
‌از‌ترانسفکت‌نشان‌می‌دهد.‌را‌پس‌T392 KEHشکل‌ظاهری‌سلول‌های‌
‌ 
 
-KEHروی سلول 1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBنتایج لوسیفراز ژن های  -01-4
  392T
کمه‌‌IIkcehc-isp کلون‌شمده‌در‌وکتمور‌ 1-xoS ,1-OGNIL ,1L2lcBدر‌آنالیز‌لوسیفراز‌ژن‌های‌
واد‌و‌مم‌‌5-3با‌آن‌ها‌ترانسفکت‌شده‌اند،‌طبق‌روش‌گفتمه‌شمده‌در‌بخمش‌‌392T-KEHسلول‌های‌
روش‌ها‌مورد‌بررسی‌قرار‌می‌گیرند.‌اعداد‌به‌دست‌آمده‌در‌این‌آنالیز،‌طبق‌فرممول‌بمه‌همم‌تقسمیم‌
‌شده‌و‌عدد‌نهایی‌به‌دست‌آمده‌میزان‌کاهش‌بیان‌ژن‌ها‌را‌نشان‌می‌دهد.
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تقسمیم‌ممی‌‌ylferiFرا‌به‌عدد‌به‌دسمت‌آممده‌از‌‌allineRبه‌این‌ترتیب‌که‌عدد‌به‌دست‌آمده‌از‌
‌وم‌تقسیم‌بر‌عدد‌اول)‌و‌نتیجه‌به‌دست‌آمده‌را‌با‌کنترل‌مقایسه‌می‌کنیم.کنیم.(عدد‌د
%‌08میزان‌‌1L2lcBمشاهده‌می‌شود.‌در‌این‌آنالیز‌نشان‌داده‌شد‌که‌ژن‌‌‌زیرنتایج‌لوسیفراز‌در‌
%‌کاهش‌بیان‌داشتند.‌در‌36میزان‌‌1-xoS%‌کاهش‌بیان‌و‌ژن‌54میزان‌‌1-OGNILکاهش‌بیان،‌ژن‌
نمونه‌استفاده‌شد‌و‌نهایتاً‌میانگین‌نتایج‌به‌دست‌آمده‌‌3بررسی‌میزان‌کاهش‌بیان‌از‌‌این‌آنالیز‌برای
‌ در‌نظر‌گرفته‌شد.
 
‌
 
‌1-xoSو 1-OGNIL ، 1L2lcBبررسی‌نتایج‌لوسیفراز‌روی‌ژن‌‌23-4شکل‌
‌
‌
 نتایج آزمایشات روی موجود زنده:-11-4
نیز‌آزمایش‌هایی‌انجام‌شد.‌در‌این‌در‌موجودا ‌زنده‌‌481-Rimدر‌این‌پروژه‌برای‌بررسی‌تأثیر‌
،‌ortiv niبا‌هممان‌اثمری‌کمه‌روی‌بیمان‌ژن‌هما‌در‌ المت‌‌481-Rimآزمایش‌ها‌مشاهده‌شد‌که‌
در‌جمدول‌زیمر‌‌RCP-TRهای‌مورد‌نظر‌را‌در‌موجود‌زنده‌تحمت‌تمأثیر‌قمرار‌داده‌اسمت.‌نتمایج‌‌ژن
‌مشخص‌شده‌است.
‌
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‌
‌
‌
‌موش‌روی‌مغز‌جنین‌ RCP-TRنتایج‌‌-33-4‌شکل
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و‌درمان‌بیماری‌های‌خودایمنی‌از‌جمله‌موضوعاتی‌هسمتند‌کمه‌علائم‌در‌دنیای‌امروز‌علت‌بروز،‌
بدن‌بمه‌‌دستگاه‌ایمنی دهد‌که‌بیماری‌خودایمنی‌هنگامی‌رخ‌میذهن‌دانشمندان‌را‌درگیر‌کرده‌اند.‌
های‌خمود‌ایممن‌شناسمایی‌شمده‌‌نوس‌از‌بیماری‌۰۸تاکنون‌‌.کند‌اشتباه‌ مله‌به‌خود‌بدن‌را‌آغاز‌می
مطالعما ‌نشمان‌داده‌انمد‌کمه‌گیمرد.‌بدن‌را‌در‌بمر‌ممی‌‌های‌سلول و ها‌بافت است‌که‌طیف‌وسیعی‌از
.‌هم‌چنین‌مشخص‌شده‌است‌که‌ایمن‌کنند‌های‌خودایمنی‌زنان‌را‌بیشتر‌از‌مردان‌گرفتار‌می‌بیماری
بمه‌‌،بموده‌‌یرفت‌و‌برگشت‌به‌صور ‌ها‌این‌بیماری‌در‌علائمد.‌بروز‌دسته‌از‌بیماری‌ها‌زمینه‌ارثی‌دارن
در‌ممکن‌است‌بیمار‌مدتی‌هیچ‌علامتی‌نداشته‌باشمد‌و‌بعمد‌ ملمه‌شمدید‌و‌ناگهمانی‌‌این‌ترتیب‌که
‌‌.گویند‌بیماری‌می 1ورشدن‌شعله بیمار‌رخ‌دهد‌که‌به‌آن
مانده‌و‌قابلیت‌درممان‌صمد‌در‌‌د‌باقیالعمر‌با‌فر‌هستند‌که‌مادام ینهای‌مزم‌بیماری ،ها‌این‌بیماری
.‌تا‌به‌امروز‌برای‌درمان‌این‌بیماری‌ها‌از‌داروها‌استفاده‌می‌کردند.‌البته‌شایان‌ذکر‌اسمت‌صد‌ندارند
همای‌کند.‌افراد‌مبمتلا‌بمه‌بیمماری‌‌علاوه‌بر‌داروها،‌کاهش‌استرس‌هم‌به‌بهبودی‌علائم‌کمک‌میکه‌
مداوم‌ورزش،‌خوردن‌رژیم‌غذایی‌مناسمب‌و‌داشمتن‌خمواب‌خودایمنی‌باید‌عادا ‌سالمی‌مانند‌انجام‌
‌کافی‌را‌برگزینند.‌
از‌جمله‌بیماری‌های‌خودایمنی‌که‌امروزه‌جهان‌را‌درگیمر‌خمود‌کمرده‌اسمت،‌بیمماری‌مولتیپمل‌
می‌باشد.‌در‌این‌بیماری،‌که‌هنوز‌علت‌اصلی‌آن‌مشخص‌نشده‌است،‌سلول‌های‌ )SM(اسکلروزیس‌
ی‌مرکزی‌ مله‌می‌کنند‌و‌غلاف‌میلمین‌را‌دچمار‌آسمیب‌ممی‌کننمد.‌ایمنی‌به‌سیستم‌دستگاه‌عصب
غلاف‌میلین،‌غلافی‌است‌که‌در‌انتقال‌درست‌پیام‌عصبی‌نقش‌بسزایی‌دارد‌و‌لازم‌به‌ذکر‌اسمت‌کمه‌
این‌غلاف‌توسط‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌تولید‌می‌شود.‌علاوه‌بر‌داشتن‌روش‌زندگی‌سالم‌و‌نیز‌
استفاده‌از‌سلول‌های‌بنیادی‌مغز‌استخوان‌یا‌در‌واقع‌سملول‌درممانی‌بمرای‌‌استفاده‌از‌داروها،‌امروزه
های‌بنیادی‌روی‌محیط‌کشت‌رشد‌‌سلولدرمان‌این‌بیماری‌در‌رده‌پیشنهادا ‌جدید‌قرار‌می‌گیرند.‌
همای‌خمودایمن‌ممورد‌‌توانند‌در‌مهار‌یا‌درمان‌بیماری‌که‌می‌،های‌مختلف‌داده‌شده‌و‌سپس‌به‌سلول
علت‌استفاده‌از‌این‌سلول‌ها‌ترشح‌موادی‌است‌که‌سیستم‌ایمنی‌‌یابند.‌تمایز‌می‌،گیرنداستفاده‌قرار‌
را‌مهار‌می‌کند‌و‌هم‌چنین‌می‌توان‌آن‌ها‌را‌به‌سلول‌هایی‌که‌در‌اثر‌بیماری‌از‌بین‌رفته‌اند،‌تممایز‌
گمران‌قیممت،‌‌اخیراً‌مطالعا ‌به‌دلایل‌مختلفی‌از‌جمله‌.دیده‌کرد‌ها‌را‌جایگزین‌بافت‌آسیب‌آن‌داد‌و
سخت‌و‌طولانی‌بمودن‌روش‌همای‌درممانی‌ذکمر‌شمده،‌بمه‌سممت‌روش‌همای‌مولکمولی‌سموق‌داده‌
.‌این‌جهت‌گیری‌هدف‌مند،‌به‌دلیل‌مشخص‌شدن‌کاربردهمای‌)0102 .la te eH ,oahZ(اند‌شده
‌متعدد‌بیومولکول‌های‌غیرکدشونده‌در‌تشخیص،‌جلوگیری‌از‌بروز‌و‌درمان‌بیماری‌بوده‌است.
،‌‌)ANRim(همای‌غیرکدشمونده‌‌ANRبا‌اسمتفاده‌از‌سعی‌بر‌این‌بوده‌است‌که‌در‌این‌مطالعه‌نیز‌
را‌به‌سملول‌همای‌الیگودندروسمیت‌تممایز‌‌ )sCSPN(سلول‌های‌بنیادی‌پیش‌ساز‌سلول‌های‌عصبی‌
بمه‌سملول‌همای‌‌CSPNپمیش‌بمرد‌رونمد‌تممایز‌سملول‌همای‌در‌واقمع‌همدف‌ایمن‌مطالعمه‌دهمیم.‌
‌ده‌می‌باشد.ترمیم‌بافت‌آسیب‌دی‌و‌الیگودندروسیتی
                                           
1
 pu-eralF 
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بررسی‌هایی‌که‌با‌دستگاه‌های‌با‌توان‌عملکردی‌بالا‌روی‌رونوشت‌های‌سلولی‌انجام‌گرفت،‌نشان‌
ژنومی‌پستانداران‌در‌سلول‌رونویسی‌می‌شود.‌با‌توجه‌به‌رونمد‌مشماهده‌‌ANDدادند‌که‌بخش‌اعظم‌
رونویسی‌ایجاد‌شوند‌‌شده‌در‌تکامل‌عقلانی‌به‌نظر‌نمی‌رسد‌که‌تمامی‌این‌رونوشت‌ها‌در‌اثر‌خطا‌در
و‌با‌وجود‌اینکه‌برای‌بسیاری‌از‌آنها‌هنوز‌عملکردی‌مشخص‌نشده‌است‌ولی‌تعدادی‌از‌این‌رونوشمت‌
ها‌هستند‌که‌علی‌رغم‌اینکه‌هیچ‌پروتئینی‌از‌روی‌آنها‌ترجمه‌نمی‌شود‌ولی‌عملکرد‌آنها‌به‌روشنی‌
شموند‌و‌همر‌روز‌بمر‌تعمداد‌و‌ها‌که‌بمه‌پمروتئین‌ترجممه‌نممی‌‌ANRتعیین‌شده‌است.‌این‌دسته‌از‌
‌های‌غیرکدشونده‌می‌نامند.‌ANRعملکردهای‌آنان‌افزوده‌می‌شود‌را‌
‌22-02هما‌بما‌طمولی‌ مدود‌‌ANRorcimهمای‌غیرکدشمونده‌بمه‌دو‌دسمته‌‌ANRبه‌طور‌کلی‌
نوکلئوتید‌تقسیم‌می‌شوند.‌تما‌کنمون‌‌002های‌غیرکدشونده‌بلند‌با‌طول‌بیش‌از‌‌ANRنوکلئوتید‌و‌
،‌بمه‌همم‌مختلف‌از‌جمله‌تغییمرا ‌اپمی‌ژنتیمک‌نده‌های‌غیر‌کدکن‌ANRختلفی‌برای‌عملکردهای‌م
‌ 481-Rimدر‌ایمن‌پمروژه‌از‌‌،‌کنترل‌ترجمه‌‌و‌کنترل‌رونویسی‌مشخص‌شده‌است.ANRmپیوستن‌
‌برای‌انجام‌تمایز‌به‌سمت‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌استفاده‌شده‌است.‌
ته‌سلول‌عصبی‌تولید‌می‌شود‌که‌عبارتند‌از:‌سلول‌سه‌دس،‌‌CSPNدر‌مسیر‌تمایز‌از‌سلول‌های‌‌
های‌نورونی،‌سلول‌های‌آستروسیتی‌و‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی.‌در‌مسیر‌تمایز‌به‌هر‌کدام‌از‌این‌
 سلول‌ها‌ژن‌هایی‌نقش‌دارند‌که‌با‌مهار‌این‌ژن‌ها‌می‌توان‌آن‌مسیر‌خاص‌را‌نیز‌مهار‌کرد.
 uiL ,nezteL(پیشنهاد‌شده‌بود SMدر‌درمان‌بیماری‌‌‌481-Rimدر‌مطالعا ‌اخیر‌اثر‌ا تمالی‌
نقمش‌خمود‌را‌در‌‌1L2lcBبا‌اتصال‌به‌ژن‌‌481-Rimر‌این‌پروژهنشان‌داده‌شد‌که‌.‌د)0102 .la te
از‌جمله‌ژن‌های‌اصلی‌در‌مسمیر‌تممایز‌بمه‌‌1L2lcBمسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌ایفا‌می‌کند.‌ژن‌
سمت‌سلول‌های‌آستروسیتی‌می‌باشد‌و‌همان‌طور‌که‌گفته‌شد‌با‌مهار‌تمایز‌به‌سمت‌سملول‌همای‌
‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌بهبود‌می‌یابد.‌آستروسیتی،‌مسیر
روند‌تمایزی‌به‌سمت‌سلول‌همای‌‌CSPNدر‌سلول‌های‌‌481-Rimدر‌این‌مطالعه،‌با‌افزایش‌بیان‌
یی‌ANRmمی‌تواند‌چندین‌هدف‌‌ANRimالیگودندروسیتی‌بهبود‌پیدا‌می‌کند.‌با‌توجه‌به‌اینکه‌هر‌
مموردنظر‌اداممه‌پیمدا‌‌ANRimررسی‌هدف‌های‌داشته‌باشد،‌بنابراین‌مطالعا ‌بیوانفورماتیکی‌برای‌ب
‌کرد.‌
قابلیمت‌اتصمال‌بمه‌ژن‌‌481-Rimدر‌ادامه‌مطالعا ‌بیوانفورماتیکی‌در‌این‌پروژه،‌مشخص‌شد‌که‌
از‌جمله‌ژن‌های‌دخیل‌در‌‌1-xoSرا‌نیز‌داراست.‌بررسی‌ها‌نشان‌دادند‌که‌ژن‌‌ 1-OGNILو‌‌1-xoS
مسیر‌تمایز‌به‌سمت‌سملول‌همای‌‌1-OGNILد‌و‌ژن‌روند‌تمایز‌به‌سمت‌سلول‌های‌نورونی‌می‌باشن
با‌ژن‌های‌ذکرشده،‌به‌ترتیمب‌‌ANRimالیگودندروسیت‌را‌مهار‌می‌کنند.‌بنابراین‌با‌برهم‌کنش‌این‌
در‌مسیر‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌‌1-OGNILمسیر‌تمایز‌نورونی‌مهار‌شده‌و‌مهار‌ایجاد‌شده‌توسط‌ژن‌
‌کرد‌روند‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌کمک‌می‌کند.از‌بین‌می‌رود‌و‌این‌خود‌به‌بهبود‌عمل
در‌روند‌تمایز‌مورد‌مطالعه‌قرار‌گرفتمه‌بودنمد‌و‌در‌ایمن‌‌912-Rimو‌‌833-Rimپیش‌از‌این‌نقش‌
هما‌نقمش‌اساسمی‌در‌رونمد‌تممایزی‌الیگودندروسمیتی‌‌ANRimمطالعا ‌مشخص‌شده‌بود‌کمه‌ایمن‌
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‌481-Rim.‌این‌مطالعه‌اولین‌مطالعه‌ای‌است‌که‌به‌بررسی‌نقمش‌)0102 .la te eH ,oahZ(دارند
در‌‌481-Rimدر‌روند‌تمایز‌الیگودندروسیتی‌می‌پردازد.‌در‌این‌مطالعه‌پس‌از‌بررسمی‌افمزایش‌بیمان‌
مورد‌آزمایش‌قمرار‌‌481-Rim،‌میزان‌افزایش‌و‌کاهش‌ژن‌های‌خاصی‌تحت‌تأثیر‌‌CSPNسلول‌های‌
به‌عنوان‌سلول‌های‌پیش‌،‌‌CPOچنین‌میزان‌بیان‌آنتی‌ژن‌های‌ویژه‌ای‌در‌سلول‌های‌‌گرفتند.‌هم
‌ساز‌الیگودندروسیت‌ها،‌نیز‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفتند.‌
و‌همکارانش‌‌oahZآزمایش‌های‌انجام‌شده‌روی‌مغز‌جنین‌موش،‌مشابه‌آزمایشی‌که‌در‌مطالعه‌
،‌به‌عنوان‌تأییدی‌روی‌آزممایش‌همای‌)0102 .la te eH ,oahZ(روی‌مغز‌جنین‌جوجه‌انجام‌شد‌
 اوی‌سلول‌های‌بنیادی‌پیش‌ساز‌عصبی‌می‌‌5.21پیشین‌می‌باشد.‌چراکه‌مغز‌جنین‌موش‌در‌روز‌
به‌این‌سلول‌ها‌کاملا‌شرایط‌مشابه‌شرایط‌آزمایش‌روی‌سلول‌ها‌ایجماد‌‌481-Rimباشد‌و‌با‌تزریق‌
‌RCP-TRبررسی‌می‌شود.‌هم‌چنین‌بما‌بررسمی‌نتمایج‌‌sCSPNو‌تأثیر‌روی‌سلول‌های‌می‌شود‌
از‌‌ oviv niداشته‌را‌در‌ المت‌‌ortiv niهمان‌تأثیری‌که‌در‌ الت‌‌481-Rimنشان‌داده‌شد‌که‌
ها‌می‌شود.‌قابمل‌ذکمر‌‌CSPNخود‌نشان‌می‌دهد‌و‌سبب‌القای‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌در‌
غز‌موش‌در‌نا یه‌ویژه‌ای‌از‌مغز‌که‌این‌دسته‌از‌سلول‌هما‌ ضمور‌دارنمد،‌یعنمی‌است‌که‌تزریق‌به‌م
،‌انجمام‌شمده‌اسمت.‌هممین‌اممر‌نشمان‌دهنمده‌عملکمرد‌)ZVS( enoz ralucirtnevbuSنا یمه‌
می‌باشد‌و‌اینکه‌افزایش‌بیان‌در‌مارکرهای‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی‌‌481-Rimاختصاصی‌و‌ویژه‌
آستروسمیتی‌و‌نمورونی‌و‌نیمز‌القمای‌مسمیر‌تممایزی‌دلیلمی‌جمز‌تزریمق‌‌و‌کاهش‌بیان‌در‌مارکرهای
‌موردنظر‌ما‌ندارد.‌ANRorcim
‌
 دستاوردهای طرح -1-5
‌ANRبا‌توجه‌به‌نتایج‌اخمذ‌شمده‌در‌مرا مل‌انجمام‌آزممایش‌همای‌مختلمف‌بمه‌نظمر‌ممی‌رسمد‌
ه‌سممت‌می‌تواند‌به‌عنوان‌یک‌گزینه‌مناسمب‌جهمت‌بهبمود‌رونمد‌تممایز‌بم‌‌481-Rimغیرکدشونده‌
‌های‌الیگودندروسیتی‌استفاده‌شود.‌سلول
،‌میزان‌افزایش‌‌481-Rimبا‌ CSPNهمانگونه‌که‌در‌نتایج‌ذکر‌شد،‌پس‌از‌ترانسداکت‌سلول‌های‌
بما‌‌MFN ,PAFG ,1-OGNIL,1-xoSو‌هم‌چنین‌کاهش‌بیان‌ژن‌های‌‌PBM ,2-gilOبیان‌ژن‌های‌
تند‌و‌مشخص‌شد‌که‌ژن‌های‌ذکر‌شده‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرف‌12,41,7در‌روزهای‌‌RCP-TRQروش‌
طبق‌پیش‌بینی‌های‌موردنظر‌افزایش‌و‌کاهش‌بیان‌را‌از‌خود‌نشان‌ممی‌دهنمد‌کمه‌علمت‌آن‌تمأثیر‌
‌می‌باشد.‌‌481-Rim
‌CSPNسلول‌های‌ترانسداکت‌شده‌،‌CCIبرای‌تأیید‌بیش‌تر‌در‌سطح‌پروتئین‌در‌آزمایش‌بعدی،‌
 ,2-gilOیکس‌شدند‌و‌افمزایش‌بیمان‌آنتمی‌ژن‌همای‌خانه‌ف‌4به‌همراه‌گروه‌کنترل‌روی‌پلیت‌های‌
می‌باشند،‌‌)CPO(که‌آنتی‌ژن‌های‌بیانی‌توسط‌سلول‌های‌پیش‌ساز‌الیگودندروسیت‌ها‌،‌2.2XKN
‌در‌گروه‌ترانسداکت‌شده‌نسبت‌به‌گروه‌کنترل‌مطابق‌با‌فرضیا ‌پروژه‌نشان‌داده‌شد.‌
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در‌گروه‌ترانسداکت‌‌2.2XKN ,2-gilOدر‌آزمایش‌وسترن‌بلاتینگ‌نیز‌نشان‌داده‌شد‌که‌ژن‌های‌
شده‌نسبت‌به‌گروه‌کنترل‌افزایش‌بیان‌داشته‌اند.‌در‌واقع‌این‌آزمایش‌نیز‌تأییدی‌بر‌آزممایش‌همای‌
‌قبلی‌بود.
می‌تواند‌از‌طرفمی‌بمه‌عنموان‌مهارکننمده‌مسمیرهای‌‌481-Rimدر‌این‌مطالعه‌نشان‌داده‌شد‌که‌
‌ر‌به‌عنوان‌القاگر‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌باشد.‌تمایزی‌نورونی‌و‌آستروسیتی‌ونیز‌از‌طرف‌دیگ
در‌این‌زمینه‌انجام‌شده‌‌ANRimالبته‌این‌مطالعه‌اولین‌مطالعه‌ای‌است‌که‌در‌روند‌تمایزی‌این‌
است.‌بنابراین‌این‌ا تمال‌وجود‌دارد‌که‌در‌موجود‌زنده‌همین‌اثر‌را‌نشان‌ندهد‌و‌این‌رونمد‌تممایزی‌
ت‌مغز‌سوق‌یابد‌که‌در‌این‌صور ‌عواقبی‌از‌جمله‌از‌بمین‌بمردن‌تعمادل‌به‌سلول‌های‌دیگری‌در‌باف
‌هوموستازی‌و‌یا‌ تی‌ایجاد‌سرطان‌در‌پیش‌دارد.
لازم‌به‌ذکر‌است‌که‌در‌اکثر‌مطالعا ‌انجام‌شده‌روی‌تمایز‌سلول‌همای‌بنیمادی‌بمه‌سملول‌همای‌
.‌در‌)2102 .la te ciraM ,ocanoM( الیگودندروسیتی‌تنها‌از‌فاکتورهای‌رشد‌استفاده‌شده‌است
نیمز‌ممورد‌اسمتفاده‌‌481-Rimکه‌در‌این‌تحقیق،‌علاوه‌بر‌این‌فاکتورهای‌رشد،‌ترانسداکشن‌با‌‌ الی
قرار‌گرفت‌و‌از‌این‌رو‌مد ‌زمان‌تمایز‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفمت.‌مشمخص‌شمد‌کمه‌ترانسداکشمن‌بما‌
روز‌کاهش‌می‌دهمد،‌در‌صمورتی‌کمه‌غلظمت‌و‌نموس‌‌12روز‌به‌‌84مد ‌زمان‌تمایز‌را‌از‌‌481-Rim
‌می‌باشد.‌481-Rimرهای‌رشد‌هیچ‌تغییری‌نداشتند‌و‌تنها‌فاکتور‌متغیر،‌ ضور‌فاکتو
-Rimبا‌توجه‌به‌جمیع‌جها ‌نتایج‌این‌پروژه‌می‌توانند‌به‌عنوان‌اولین‌گام‌جهت‌بررسمی‌نقمش‌
و‌همچنین‌نقش‌ا تمالی‌آن‌در‌‌به‌سلول‌های‌الیگودندروسیتی CSPNدر‌روند‌تمایز‌سلول‌های‌‌481
که‌یکی‌از‌مهمترین‌علل‌مر ‌و‌میر‌در‌سراسر‌جهان‌است،‌محسموب‌شمود.‌همم‌‌SMدرمان‌بیماری‌
های‌غیرکدشمونده‌کمه‌بمه‌تمازگی‌در‌درممان‌‌ANRچنین‌می‌تواند‌تأکید‌بیش‌تری‌روی‌استفاده‌از‌
ها‌‌بیماری‌های‌خودایمنی‌مورد‌توجه‌قرار‌گرفته‌اند‌و‌تاکنون‌مطالعا ‌زیادی‌روی‌عملکرد‌و‌نقش‌آن
‌ناگون‌انجام‌نگرفته‌است،‌باشد.در‌بیماری‌های‌گو
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ها‌در‌بیولوژی‌مولکولی‌یکی‌از‌جدیدترین‌و‌پر‌بحث‌ترین‌روش‌ها‌می‌باشمد.‌ANRimاستفاده‌از‌
های‌غیر‌کد‌کننده‌به‌عنوان‌فاکتورهای‌تنظیمی‌بیان‌ژن‌محسوب‌می‌شوند‌و‌در‌مرا مل‌‌ANRاین‌
ها‌می‌توان‌در‌بحث‌های‌‌ANRimر‌ژن‌های‌هدف‌می‌شوند.‌از‌این‌ویژگی‌پس‌از‌رونویسی‌سبب‌مها
هما‌نقمش‌مهممی‌در‌درممان‌ANRimوسیعی‌استفاده‌کمرد.‌در‌مطالعما ‌اخیمر‌نشمان‌داده‌شمد‌کمه‌
ها‌در‌درمان‌بیماری‌هما‌ممؤثر‌‌ANRimهای‌خودایمنی‌ایفا‌می‌کنند.‌بنابراین‌بررسی‌عملکرد‌‌بیماری
هما‌در‌بافمت‌همای‌بیمماران‌‌ANRimدیگر‌مورد‌مطالعه،‌بررسی‌ ضور‌می‌باشد.‌از‌جمله‌زمینه‌های‌
،‌نقش‌آن‌ها‌در‌بروز‌بیماری‌و‌مانیتور‌کردن‌پیش‌رفت‌بیمماری‌و‌پاسمخ‌بیممار‌بمه‌روش‌همای‌‌SM
های‌غیرکدشونده‌بمه‌عنموان‌‌ANRدرمانی‌مختلف‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌گیرد.‌هم‌چنین‌می‌توان‌از‌این‌
‌تر‌بیماری‌ها‌استفاده‌کرد.‌بیومارکر‌برای‌شناسایی‌سریع
تکرار‌و‌تأیید‌آزمایش‌های‌انجام‌گرفته‌در‌این‌پروژه‌توسط‌پژوهشگران‌دیگر‌ممورد‌نیماز‌اسمت‌تما‌
روی‌رونمد‌‌481-Rimداده‌های‌به‌دست‌آمده‌کاملاً‌مورد‌اعتماد‌باشند.‌همچنمین‌اثمر‌افمزایش‌بیمان‌
قرار‌گیرد.‌از‌طرفی‌باید‌سایر‌ژن‌های‌در‌موجود‌زنده‌نیز‌باید‌مورد‌بررسی‌‌CSPNتمایزی‌سلول‌های‌
مؤثر‌در‌مسیر‌تمایزی‌الیگودندروسیتی‌نیز‌بررسمی‌شموند‌تما‌بمه‌عنموان‌تأییمد‌نهمایی‌در‌تمأثیر‌ایمن‌
‌باشد.‌‌ANRim
همای‌ANRimهای‌غیر‌کدکننده‌برای‌پیمدا‌کمردن‌ANRهم‌چنین‌انجام‌مطالعا ‌گسترده‌روی‌
 ‌پیشنهادی‌این‌پروژه‌محسوب‌می‌شود.‌هم‌چنمین‌مؤثر‌دیگر‌در‌این‌مسیر‌تمایزی،‌از‌دیگر‌تحقیقا
انجام‌پروژه‌روی‌موجودا ‌زنده‌مشابه‌انسان‌و‌وارد‌شده‌تحقیقا ‌به‌فاز‌کلینیکی‌این‌آزممایش،‌ممی‌
در‌مغمز‌‌481-Rimتواند‌انجام‌پروژه‌های‌آینده‌را‌پیش‌بینی‌کند.‌بررسی‌هموزیگو ‌بودن‌عملکرد‌
ده‌در‌اثر‌تزریق‌سرطان‌ایجاد‌نشود‌از‌اهمداف‌پمژوهش‌همای‌موجود‌زنده‌و‌بررسی‌اینکه‌در‌موجود‌زن
هما‌در‌ ANRimآینده‌محسوب‌می‌شود.‌علاوه‌بر‌این،‌پمژوهش‌همای‌آینمده‌در‌ارتبماط‌بما‌عملکمرد‌
باشد.‌این‌تلاش‌ها‌‌SMهای‌ایمنی،‌می‌تواند‌تأییدی‌بر‌نتایج‌داده‌های‌ما‌در‌بیماری‌خودایمنی‌‌پاسخ
باشمند.‌اگرچمه‌بایمد‌‌SMهای‌جدیدی‌در‌رابطمه‌بما‌درممان‌بیمماری‌می‌توانند‌سبب‌ارائه‌استراتژی‌
‌مطالعا ‌بیش‌تری‌در‌این‌زمینه‌رواج‌یابد.‌
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Abstract: 
Multiple sclerosis (MS) is a chronic, inflammatory disease of the central 
nervous system (CNS). It causes damage to oligodendrocytes and axons in 
the CNS. Definite causes of MS have not been recognized yet. As 
oligodendrocyte precursor cells (OPCs) can be detected in MS lesions, it is 
plausible that the endogenous repair mechanisms that normally respond to 
myelin damage become defective throughout the course of disease. One 
suggested way of compensating this deficiency is to use iPSC-derived 
OPCs, which were shown to successfully remyelinate. Because of the low 
efficiency and long differentiation interval of using OPCs to generate 
oligodendrocytes, scientists became interested in molecular driving factors 
such as microRNAs, which are small noncoding RNAs that play important 
regulatory roles in various cellular processes by cleavage or translational 
inhibition of their target mRNAs. In this study, we recruited the lentiviral 
based overexpression of miR-184 to enhance the differentiating process of 
human neural progenitor stem cells (hNPSCs) to oligodendrocytes. QRT-
PCR results showed the down regulation of target genes including Bcl2L1, 
LINGO1 and Sox1 and also up regulation of oligodendrocyte specific 
genes such as Olig2 and MBP. Western blotting and immunocyto 
chemistry experiments results are also in accordance with qRT-PCR 
results. In conclusion, we could confirm the enhancer role of miR-184 in 
inducing the differentiation of hNPSCs to oligodendrocytes, both from 
efficiency and temporal point of view. Currently, in vivo studies are under 
operation which hopefully confirm our in vitro studies. 
Key words: MS, microRNA, Human Neural Progenitor Stem Cells, 
Oligodendrocytes, Central Nervous System, Differentiation, Transduction, 
Lentivirus packaging 
 
 
 
